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(54) DERIVES DE DEXTRANE, LEUR PROCEDE DE PREPARATION ET LEURS APPLICATIONS COMME 
MEDICAMENTS A ACTION BIOLOGIQUE SPECIFIQUE. 

@) Derives de dextrane, leurs applications comme medi- 
caments a action biologique specifique, ainsi que teur pro- 
cede de preparation. 

Ces derives presentent la formule generate DMC a B b - 
Su c S d . dans laquelle: 

D represente une chaTne polysaccharidique. de prefe- 
rence constitute par des enchainements d'unites glucosidi- 
ques. MC represente des groupes methylcarboxylates. B 
represente des groupes carboxymethylbenzylamides. Su 
represente des groupes sulfates. S represente des groupes 
sulfonates, a. b. c et d represented le degre de substitution 
(ds). respectivement en groupements MC. B. Su et S: a 
etant egal a 0 ou > a 0.3. b etant egal a 0 ou > a 0.1 . c etant 
> a 0.1 et d etant egal a 0 ou < a 0.1 5, a condition que tors- 
que d=0. a et/ou b sont * 0. iesquels produits presentent 
une homogeneite de la distribution des tailles de chatnes. ii- 
lustree par un profil d elution de type gaussien symetrique 
en chromatographie d'exclusion sterique haute performan- 
ce et une homogeneite de la distribution des groupements 
chimiques charges, illustree par un profil d'elution a un seul 
pic symetrique en chromatographie d'echarage d'ions bas- 
se pression. 
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La presente invention est relative a des derives de dextrane, et a leurs 
applications comme medicaments a action biologique specifique, telle qu'une action 
cicatrisante, une action anti-complementaire (substitut du plasma), une action modu- 
latrice de la proliferation ou une action anticoagulante et plus specifiquement une 
action anti-thrombotique, ainsi qua leur procede de preparation. 

Differents dextranes substitues par des chaines laterales portant des 
groupes carboxylates et sulfonates ont ete decrits. En particulier le Brevet francais 
2 461 724 et le Brevet francais 2 555 589 decrivent des dextranes substitues par lesdits 
groupes, presentant respectivement des proprietes anticoagulantes et des proprietes 
anticoagulantes et antiinflammatoires ; le Brevet europeen 0 462 194 decrit les proprie- 
tes de regeneration cellulaire et tissulaire de tels dextranes substitues. 

II a egaiement ete montre que de tels dextranes substitues pouvaient 
presenter d'autres activites biologiques, en fonction du taux de substitution par lesdits 
groupes ; en particulier, le Brevet europeen 0 514 449 decrit des dextranes substitues 
par des groupes carboxymethyle (CM) et carboxymethylbenzylamide sulfonate de 
formule generate DxCMyBSz, dans laquelle X, qui represente le nombre moyens 
d'unites saccharidiques non substituees pour 100 unites saccharidiques, est inferieur ou 
egal a 50, Y, qui represente le nombre moyen de groupes carboxymethyle pour 100 
unites saccharidiques, est compris entre 10 et 90 et Z, qui represente le nombre moyen 
de groupes carboxymethylbenzylamide sulfonate pour 100 unites saccharidiques, est 
compris entre 15 et 35, pour I'obtention d'un agent inhibiteur de la croissance des 

cellules tumorales. 

Ces differents derives, dont la structure est resumee sur la figure 1. 
sont generalement obtenus par substitution statistique du dextrane avec trois groupes 
differents : carboxymethyle (CM), carboxymethylbenzylamide (B) et carboxymethyl- 
benzylamide sulfonate (S) (sulfonatation sur le noyau aromatique par Tacide chloro- 
sulfonique). 

De maniere plus precise : 

a) la carboxvmethvlation du dextrane (production de CMD) est rear 
Usee en milieu aqueux basique, par action de Tacide monochloroacetique. Trois reac- 
tions successives de carboxymethylation sont necessaires pour obtenir un degre de 
substitution du dextrane (ds) compris entre 0,7 et 1,1 ; 
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b) Ip rnn piage de la benzvlamine sur les groupes carboxymethyles 

(production de CMDB) : 

Le principe de cette reaction classique est fonde sur I'aptitude de la 
fonction carboxylate a former un anhydride mixte instable capable de reagir avec un 
5 reactif portant une fonction amine primaire (R-NH 2 ). Deux procedes differents ou 
reactions d' activation ont ete utilises pour aboutir a ia formation d'un anhydride mixte : 

- action du chloroformate d'isobutyle (CCB) ou 

- action du N-ethoxycarbonyl-2-ethoxy-l-2 dihydroquinoleine 

(EEDQ). 

10 Dans les deux cas, la reaction est mise en oeuvre dans un milieu hete- 

rogene, respectivement eau/dimethylformamide ou eau/ethanol. 

Ces deux procedes de couplage donnent des degres de substitution 
(ds) semblables, avoisinant 0,08 a 0,12, en une seute etape. Dans le cas du couplage 
par PEEDQ, le ds peut atteindre 0,25 a 0,30 %, en une seule etape, torsque Ton 

15 procede a I'activation du produit intermediate a une temperature de 30 a 40°C. 

Comme pour la carboxy methyl ation, pour atteindre des ds de 
benzylamine souhaites eleves, il n'est pas possible d'augmenter les concentrations des 
differents reactifs. II est done necessaire de faire des couplages successifs pour amelio- 
rer le rendement de la reaction. Le CMDB precipite, lave et seche apres le premier 

20 couplage va subir un second et/ou un troisieme couplage exactement dans les memes 
conditions que le premier, sans consideration des substitutions dues au premier 
couplage. 

c) sulfonatation ou sulfatation 

Elle se fait par action de Tacide monochlorosulfonique sur le CMDB, 
25 en milieu organique anhydre (dichJoromethane, par exemple) et en phase heterogene, le 
CMDB n'etant pas soluble dans le dichJoromethane. II est necessaire d'operer la reac- 
tion en exces d'acide monochlorosulfonique, tout en evitant une hydrolyse acide de la 
chaine polysaccharidique. 

Les rapports [HS0 3 Cl]/[unites B fixees] pour les CMDB et 
30 [HS0 3 Cl]/[OH Ubres] pour le CMD varient entre 0,8 et 3. 

Pour obtenir essentiellement une sulfonatation des noyaux aroma- 
tiques (unites B), le rapport molaire [HS0 3 Cl]/[unites B fixees] doit etre egal a 3, alors 
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que pour obtenir une sulfatation des fonctions hydroxyles portees par les unites gluco- 
sidiques (production de fonctions sulfates), le rapport molaire [HSChCt]/[OH libres] 
est de l'ordre de I. Dans tous les cas, la concentration en acide chlorosuifonique dans 
le milieu reactionnel ne doit pas depasser 0, 1 5 M. Dans ces conditions, le pourcentage 

5 d'unites portant une fonction sulfonate depend du pourcentage d'unites substitutes par 
des groupes benzylamide. Une etude recente (MAIGA-REVEL O. et al., 
Carbohydrates Polymers, 1997, 32, 39-93) a montre que r activite anticoagulante des 
derives de dextrane CMDSu (=carboxymethyldextrane sulfate) et CMDBS 
(=carboxymethyldextranes benzylamide sulfonate) de I'Art anterieur depend de leur 

10 teneur en soufre ; toutefois, les CMDBS presentent une activite anticoagulante supe- 
rieure a celle obtenue avec les CMDSu, pour une teneur en soufre identique. 

Les derives de dextrane obtenus dans les conditions definies ci- 
dessus, ont Tinconvenient de presenter une distribution irregultere des groupements 
chimiques et des taiiles des chaines polysaccharidiques, conduisant a un produit final 

15 heterogene, dont il est difficile de controler les proprietes. 

Les Inventeurs ont mis au point un nouveau procede de preparation 
de derives de dextrane, qui permet de mieux maitriser la production de produits specifi- 
quement definis (degre de substitution controlable, homogeneite de la distribution des 
groupements chimiques charges ou non et homogeneite en taille des chaines poly- 

20 saccharidiques du produit final, selection et meilleure reproductibilite de 1' activite 
recherchee). 

La presente invention a pour objet des derives de dextrane de 
formule generale DMC»BbSucSd, dans laquelle : 

D represente une chaine polysaccharidique, de preference constituee 

25 par des enchalnements d'unites glucosidiques, 

MC represente des groupes methylcarboxylates, 
B represente des groupes carboxymethylbenzylamides, 
Su represente des groupes sulfates (sulfatation des fonctions 
hydroxyles libres, portees par les unites glucosidiques), 

30 S represente des groupes sulfonates (sulfonatation des noyaux aro- 

matiques), 
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a, b, c et dj-epresentent le degre de substitution (ds), respectivement 
en groupements MC, B, Su et S ; a etant egal a 0 ou > a 0,3, b etant egal a 0 ou > a 
0,1, c etant > a 0,1 et d etant egal a 0 ou < a 0,15, a condition que lorsque d = 0, a 
et/ou b sont * 0, lesquels produits presentent une homogeneite de la distribution des 
5 tailles de chaines, illustree par un profil dilution de type gaussien symetrique en 
chromatographie d'excluston sterique haute performance et une homogeneite de la 
distribution des groupements chimiques charges, illustree par un profil dilution a un 
seul pic symetrique en chromatographie d'echange d'ions basse pression. 

On considere, ces produits comme etant des copolymeres constitues 

10 de sous-unites ftctives R-OH et R-OX, X pouvant etre un groupement methylcarboxy- 
late (MC), benzylamide (B) ou sulfate (Su). La chaine polysaccharidique est done 
consideree comme etant constituee de 300 sous-unites fictives R-OH, au lieu de 100 % 
d' unites glucosidiques. Ainsi, un dextrane methyicarboxylate (DMC) avec un degre de 
substitution (ds) de 1,2 en groupements methylcarboxylates contient 1,20 groupement 

L5 substitue (R-MC) et 1,30 groupement hydroxyle libre (R-OH), par unite giucosidique. 

On obtient ainsi, et ce, contrairement aux produits heterogenes de 
TArt anterieur, des produits homogenes, de composition ciblee, dans lesquels les 
groupements chimiques bioactifs sont distribues le long des chaines macro mo leculai res 
selon un ordonnancement specifique, conferant au produit, une propriete biologique 

20 que Ton ne retrouvera pas sur un produit de meme composition globale, mais dans 
lequel la repartition desdits groupements le long des chaines macromoleculaires est 
differente (preparation differente, notamment). 

En d'autres termes, dans les derives de dextrane selon V invention, la 
distribution des groupements chimiques confere au produit final une propriete biolo- 

25 gique specifique ; une telle distribution a pour consequence que la composition 
chimique de chaque chaine polysaccharidique est identique a la composition chimique 
globale du produit. De ce fait, il existe une composition chimique optimale pour une 
activite biologique specifique maximale ; il y a done une relation directe entre la 
propriete biologique consideree et 'la composition. chimique globale du produit. 



Par exemple : 

- les derives de dextrane, de formule generaie DMC^bStkSd, telle 
que definie ci-dessus, dans laquelle a > 0,6, b * 0, c < 0,5 et d < 0. 15 ou d = 0 sont 
essentiellement des agents cicatrisants, de preference lorsqu'ils ont une masse molaire 

5 comprise entre 3.000 et 500.000 g/mole ; les derives de dextrane preferes en tant 
qu'agents cicatrisants sont ceux dans lesquels a est compris entre 0,7 et 0,9 ; c < 0,5 et 

d<0,15 ouegalaO; 

- les derives de dextrane, de formule generaie DMC a B h SiicSd, telle 
que definie ci-dessus, dans laquelle a > 0,3, c < 0,4 et d < 0,15 ou egal a 0 sont essen- 

10 tiellement des agents a activate anti-complement aire et substitut du plasma, de prefe- 
rence lorsqu'ils ont une masse molaire comprise entre 10.000 et 60.000 g/mole ; les 
derives de dextrane preferes en tant qu'agents a activite anti-complement aire et substi- 
tut du plasma sont ceux dans lesquels a est compris entre 0,40 et 1,15, b < 0,4, c < 0,2 

et d < 0, 1 5 ou egal a 0 ; 

l5 -les derives de dextrane, de formule generaie DMC a B b Su<;Sd, telle 

que definie ci-dessus, dans laquelle a > 0,5, b * 0, c < 0,4 et d < 0,15 sont essentielle- 
ment des agents modulateurs de la proliferation cellulaire, de preference lorsqu'ils ont 
une masse molaire comprise entre 3.000 et 100.000 g/mole ; les derives de dextrane 
preferes en-tant qu'agents modulateurs de la proliferation cellulaire sont ceux dans 

20 lesquels a est compris entre 0,5 et 1,2 ; b est compris entre 0,2 et 0,6 ; c est compris 
entre 0, 1 et 0,4 et d < 0, 1 5 ou egai a 0 ; et 

- les derives de dextrane, de formule generaie DMC3bSucSd, telle 
que definie ci-dessus, dans laquelle a > 0,4, c > 0,3 et d < 0,15 ou egal a 0 sont essen- 
tiellement des agents anti-coagulants, de preference lorsqu'ils ont une masse molaire 

25 comprise entre 3.000 et 20.000 g/mole et une valeur de b * 0. 

La presente invention a egalement pour objet des medicaments, 
caracterises en ce qu'ils comprennent comme principe actif au moins un derive de 
dextrane tel que defini ci-dessus, eventuellernent associe a un autre principe actif et/ou 
a au moins un vehicule pharmaceutiquement acceptable et/ou un support physiologi- 

30 quement acceptable (liposome). 
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Les principes actifs associes sont choisis dans le groupe qui 
comprend les dextranes, les facteurs de croissance (par exemple FGF acide ou FGF 
basique), les anesthesiques locaux, les antiinfectieux, des proteines seriques et du colla- 
gene. 

5 La presente invention a egalement pour objet un procede de prepara- 

tion (procede 1) de derives du dextrane de formule generate DMCJBbSucSd, telle que 
definie ci-dessus, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) carboxymethylation comprenant (i) 1'activation d'un dextrane 
non substitue, par mise en contact dudit dextrane avec un milieu hydro-alcooiique 

10 liquide biphasique basique pendant au moins 1 h sous agitation, (ii) addition de Tacide 
monochloroacetique au produit active obtenu, a une temperature comprise entre 40 et 
90°C, de preference a 60°C, le rapport Rmc, egai au nombre de moles d'acide mono- 
chioracetique/nombre de moles d'OH etant compris entre 0,3 et 2, (in) isolement et 
eventuellement purification du dextrane methylcarboxylate (DMC) obtenu. 

i5 b) couplage de la benzylamine sur les groupes methylcarboxy- 

lates (benzylamidification) comprenant (i) la mise en contact, pendant au moins 2 h et 
en milieu aqueux acide, du DMC obtenu en a) avec une amine primaire (benzylamine), 
en presence d'une carbodiirnide hydrosoluble telle que le l-cyclohexyl-3-(2-morpho- 
iinoethyO-carbodiimide meta-p-toluene sulfonate (CMC) ou le chlorohydrate de l- 

20 ethylO-(3-dimethylarnino-propyl)-carbodiirnide (EDC) comme agent de couplage, a 
une temperature comprise entre 0°C et 30°C t le rapport molaire CMC/MC etant 
compris entre 0,25 et 2 et le rapport molaire benzylamine/MC etant compris entre 0,25 
et 2, (ii) T isolement du dextrane methylcarboxyle benzylamide (DMCB) obtenu et 
eventuellement sa purification. 

25 Une telle etape, realisee en milieu homogene et en presence d'une 

carbodiirnide hydrosoluble, comme reactif de couplage permet de mieux maTtriser la 
reaction et done la preparation du produit final, presentant une homogeneite de la 
distribution des tailles de chaines, illustree par un profil dilution de type gaussien 
symetrique en chromatographie d' exclusion sterique haute performance et une homo- 

30 geneite de la distribution des groupements chimiques charges, illustree par un profil 
d'elution a un seul pic symetrique en chromatographic d'echange d'ions basse pression. 
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c) sulfatation comprenant (i) la formation d'un sel de trialkylarnmo- 
nium du DMCB obtenu en b), (ii) la solubilisation du sel obtenu dans un solvant polaire 
anhydre, generalement une base de Lewis (donneur d' electron), telle que le dimethyl- 
sulfcxyde (DMSO) ou la dimethyl formamide (DMF) et (iii) l'ajout audit sel en solu- 

5 tion, d'un complexe a base de trioxyde de soufre tel que SO?-pyridine, SOs-triethyl- 
amine ou SO3-DMF en solution dans le meme solvant, a temperature inferieure a 70°C, 
le rapport molaire complexe a base de trioxyde de soufre/OH libres etant compris entre 
0,25 et 12, et eventuellement 

d) une etape de sulfonatation des groupes B par melange sous agita- 
10 tion d'un derive DMCBSu en suspension dans un solvant anhydre avec de I'acide 

chlorosulfonique en solution dans le meme solvant, a temperature comprise entre la 
temperature ambiante et la temperature d'ebullition du solvant utilise. 

De maniere inattendue, le procede selon l'invention permet de 
contrdler le degre de substitution du dextrane, en un nombre d'etapes significativement 

L5 inferieur au nombre d'etapes des procedes de l'Art anterieur, pour obtenir des produits 
ayant un profil d'elution de type gaussien symetrique en chromatographic d'exclusion 
sterique haute performance et un profil d'elution a un seul pic symetrique en 
chromatographic d'echange d'ions basse pression et I'activite biologique recherchee, 
avec des rendements significativement superieurs a ceux de l'Art anterieur. 

20 En outre, le procede selon l'invention permet de synthetiser de facon 

reproductible un produit de composition chimique souhaitee pour la propriete biolo- 
gique retenue. Ainsi a une composition chimique donnee d'un produit correspond 
preferentiellement une activite biologique. 

Par exemple, on obtient a 1'etape a), directement un ds en MC de 

25 1,0±0,1 par unite glucosidique et un rendement superieur ou egal a 80 %, pour une 
valeur de Rmc= 0,85, dans un milieu mixte eau-tertio-butanol ou eau-isopropanol 
(15/85, v/v), sous agitation pendant 2 heures a 60°C, et ce, en une seule etape ; on 
obtient, a 1' etape b), a panir d'un DMC de ds = 1 en MC, pour un rapport molaire 
CMC/MC de 0,75 et un rapport molaire benzylamine/MC de I', et sous agitation a 

30 temperature ambiante pendant 16 heures, un produit DMCB ayant un ds en MC de 
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0,70+0,05 et un ds en B de 0,30±0,03, avec un rendement superieur a 80 % ; et on 
obtient , a Tetape c), un rendement superieur ou egai a 60 %. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux dudit procede, a 
I'etape a), le rapport eau:alcool est compris entre 10:90 (v/v) et 25:75 (v/v), et est de 
5 preference de 15:85 (v/v). 

En variante, le procede de preparation (procede 2) des derives de 
dextrane de formule generale DMC a B b SuoSd, telle que definie ci-dessus, dans laquelle a 
= 0 ou a * 0, b est different de 0 et aL= 0, comprend les etapes suivantes : 

a) preparation de N-methyl phenyl 2-chloroacetamide par mise en 
10 contact de benzylamine avec du chlorure de chloroacetyle, puis isolement et purifica- 
tion du produit, 

b) mise en contact de dextrane en solution hydro-alcoolique basique 
avec successivement la N-methyl phenyl 2-chloroacetamide en solution alcoolique 
obtenu en a) en presence ou non d'acide monochloroacetique en solution alcoolique, 

15 maintien du melange obtenu a une temperature superieure a 40°C, de preference a 
60°C, puis isolement et eventuellement purification du DB ou du DiMCB obtenu, et 

c) sulfatation du produit obtenu en b) comprenant (i) la formation 
d'un sel de triallcylammonium, (ii) la solubilisation du sel obtenu dans un solvant 
poiaire anhydre, generalement une base de LEWIS, telle que le dimethylsulfoxyde 

20 (DMSO) ou la dimethylformamide (DMF), (iii) Tajout audit sel en solution, d'un 
complexe a base de trioxyde de soufre tel que S0 3 -pyridine, S0 3 -trie^hylarnine ou SO3- 
DMF en solution dans le meme solvant, a temperature inferieure a 70°C, le rapport 
molaire complexe a base de trioxyde de soufre/OH libres etant compris entre 0,25 et 12 
et (iv) r isolement et eventuellement la purification du DBSu ou DMCBSu obtenu. 

25 La presence des etapes b) et c) ci-dessus permet d'obtenir la meme 

homogeneite du produit final que celle obtenue avec le procede 1 ci-dessus. 

Pour preparer des derives de dextrane de formule generale 
DMCaBbSucSa, telle que definie ci-dessus, dans laquelle a est different de 0, = 0 et d 
= 0 (->DMCSu) (procede 3), ledit procede est caracterise en ce qu'il comprend les 

30 etapes suivantes : 
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a) carboxymethylation d'un dextrane non substitue, dans les condi- 
tions exposees ci-dessus et 

b) sulfatation du DMC obtenu en a) dans les conditions exposees ci- 

dessus. 

5 Outre les dispositions qui precedent, V invention comprend encore 

d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a des 
exemples de mise en oeuvTe du procede objet de la presente invention ainsi qu'aux 
dessins annexes, dans lesquels : 

- la figure 1 illustre schematiquement la structure d'un dextrane 
10 substitue par les difTerents groupements chimiques fixes sur les unites glucosidiques ; la 

position du substituant sur les differentes carbones des unites de base glucosidiques est 
presentee en 2, a titre d'exemple ; 

- la figure 2 illustre le chromatogramme d' exclusion sterique haute 
performance obtenu avec un derive de dextrane tel que defini ci-dessus (DMCBSu); 

l5 - la figure 3 illustre le chromatogramme d'echange d'ions obtenu 

avec un derive de dextrane tel que defini ci-dessus pMCBSu). 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes 
uniquement a titre d'illustration de Tobjet de l'invention, dont ils ne constituent en 
aucune maniere une limitation. 
20 EXEiVrPLE 1 : Caracterisations physico-chimiques des produits obtenus. 

* Dosage acide-base 

Le dosage acidimetrique donne une estimation du nombre de millie- 
quivalents de groupements carboxymethyles et permet d'etablir la composition des 
produits finaux. 
25 * Protocole 

Un etalonnage titrant permet de determiner la molarite de la soude a 
I'aide d'un standard : le monohydrogenophtalate de potassium. 

Entre 15 et 25 mg de produit purifie, seche (sous vide a 40°C) et 
' pese tres precisement sont dissous'dans un melange eau-acetone (v:v, 50:50), de fa<?on 
30 a avoir une solution de concentration finale d'environ 0,25 mg/ml. 

Le pH apparent, alors compris entre 7 et 8, est abaisse entre 2,8 et 3, 
a Taide d'une solution de HN0 3 10 %. L'addition de la solution titrante est effectuee 
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par une m.croburette automate de precis.on dun volume total de 5 ml. Sur chaque 
produit au moms 3 dosages sont realises et le resultat e.xpnme en milliequivalents de 
fonctions carboxymethyles par gramme de polymere permet de calculer le taux de 
substitution en groupements carboxymethyles. Cette methode permet auss, par defe- 
rence du nombre de milliequivalents de fonct.ons carboxymethyles avant et apres 
benzylamidification d'estimer le taux de substitution en motif B. Pour ('ensemble des 
produits, les compositions ont ete etablies a I'aide de I'analyse elementaire. 

. t ^nalvse i\ w »-*ir? de 1' azote, du soufre et du chlore 
Le dosage de l'azote et du soufre par analyse elementaire, exprime en 
, gramme d'e.ement pour 100 g de produit permet de determiner respectivement le 
pourcentage de substitution des groupements Benzylam.de (B). Sulfonate (S) et 
Sulfate (Su). 

Le dosage du chlore permet de verifier le degre de purete des 
echantillons, le pourcentage de sel (NaC.) ne doit pas exceder 1 a 2 % au terme de la 
5 purification. 

* Desulfatation des nro Hnits (DCMBSuS) 

Le produit sous forme de sel de sodium (250 mg, 10 ml) est agite 
lentement a temperature ambiante avec 3 ml de resine echaogeuse de cations : 
Amberlite IR120 H + , 16-45 mesh, capac.te d'echange totale : 1,9 meq/ml. Apres 2 h, 
0 la solution ac.de est filtree, neutralisee avec la pyridine (1 a 2 mL) jusqu'a un P H de 6- 
6,5 et evaporee a sec. Le sel de pyridinium obtenu est repris 3 fois avec 10 ml de 

methanol anhydre et evapore a sec. 

Le residu est disperse dans 25 ml d'un melange avec les proport.ons 
« 90-9-1 » en drmethylsulfoxyde (DMSO). methanol et pyridine. La solution est mise a 

l5 agiter dans un bain d'huile chauffe a WC pendant 72 h. La reaction est arretee en 
ajoutant 20 ml d'eau bidistillee fro.de. puis le melange est neutralise avec une soluuon 
aqueuse de NaOH 1M. Le prodmt desulfate est punfie par chromatograplue 
d'exclusion sterique basse pression sur une co.onne Sephadex G15 puis diafiltre sur 

' ' cellule equipee d'une membrane de seui. de coupure 1000 Da. Entre 160 et 210 mg de 

30 produit desulfate sont obtenus. 
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* Determination de la masse molaire 

La masse molaire des produits prepares est determinee par chroma- 
tographic d'exclusion sterique haute performance (HPSEC). Trois systemes de 

colonnes ont ete utilises : 
5 - deux colonnes montees en serie (Si300 diol et Hema Sec Bio 40) 

couvrant un domaine de fractionnement compris entre 10 6 et 5 000 g/mol, 

- une colonne Zorbax GF450 (domaine d'exclusion : 450 000 - 

20 000 g/mol), 

- une colonne TSK gel G2000 (domaine d'exclusion : 40 000 - 

10 1 000 g/mol). 

Elles sont etalonnees avec un kit de pullulanes (853 000 a 5 
800 g/mol) ; le dextrane enzymatique (oligosaccharide, 1 500 g/mol) ; le melezitose 
(trisaccharide, 522 g/mol) ; le sucrose (disaccharide, 342 g/mol) et le glucose 
(monosaccharide, 180 g/mol). Les echantiilons a analyser sont prepares (a 2 mg/mL) et 

15 elues avec une solution NaCl 0,15 M, Na 2 HP0 4 0,05 M tamponnee a pH 7,3. Apres 
nitration sur filtre de porosite 0,2 |im, 100 u.1 de Techantillon sont injectes, le debit est 
regie par une pompe Waters modele 510 et la detection a la sortie de colonne se fait 
par refractometrie differentielle. Les chromatogrammes traites par le logiciel d' analyse 
GPC Chromstar permettent de determiner la masse molaire chromatographique (Mc), 

20 les masses molaires moyennes en poids (JTp) et en nombre (Mn) ainsi que Tindice de 

polymolecular^ e des produits. 

* S pectroscopic tnfrarouge a tran sforme de Fourier (FTTR) 

1 mg de produit a analyser est melange a une solution de 150 mg de 
KBr dans 1 ml d'eau bidistillee. L'ensemble est filtre sur filtre de porosite 0,45 Jim, 
25 congele et lyophilise ; une pastille est preparee avec la poudre obtenue et le spectre est 
aussitot enregistre. L'appareil est un spectrophotometre FTIR (Perkin Elmer modele 
1600) et les spectres sont traites sur ordinateur avec le logiciel IRDM (Perkin Elmer). 
EXEMPLE 2 : Preparation de diflerents DMCBSu avec b = ou b * 0. 

Le Tableau I suivant presente les differents derives obtenus et leurs 
30 proprietes etablies apres analyse du produit final. 
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TABLEAU I 



Produits 



DMCBSuI 
DMCBSu2 
DMCBSu3 
DMCBSu4 
DMCBSu5 
DMCBSu6 
DMCBSu7 
DMCBSuS 
DMCSu 



Conditions 
de synthese 



Composition 
Degre de substitution ± 10 % 
MC B Su 



a 
b 
c 
d 
e 
f 

g 
h 



0,75 
0,80 
1,10 
0,70 
0,80 
0,60 
0,70 
0,70 
1,00 



0,20 
0,25 
0,40 
0,30 
0,35 
0,50 
0,30 
0,20 
0 



0,15 
0,15 
0,40 
0,25 
0,15 
0,30 
0,16 
0,35 
0,37 



Masse 
molaire 
(g/mole) 



48 000 
70 000 
59 000 
48 000 
56 000 
63 000 
70 000 
67 000 
70 000 



Propriete 
biologique 
majeure 



SP 
SP 

c 

SP 
MP 
MP 
MP 
SP 
AC 



ant, MP = modulateur de la 



SP = substitut du plasma, C = cicatrisant, AC = anti-coagu 
proliferation cellulaire. 

a) DMCBSuI 

rarhoxvrnethvlation 

Dans un reacteur double enveloppe de 2 1 maintenu a temperature 
ambiante et muni d'un systeme d'agitation, on disperse 50 g (0,3 1 mole) de dextrane 
T40 de masse molaire de 40 000 environ dans 612 ml d'isopropanol. 

Dans un becher de 500 ml, on dissout 67,9 g (1,7 moles) de NaOH 
dans 188 ml d'eau bidistillee. La solution obtenue est refroidie a 4°C et ajoutee lente- 
ment au melange dextrane-isopropanol. L'ensemble est laisse sous agitation pendant 1 
heure. 

Dans un becher de I I, on dissout 72,9 g (0,77 mole) d'acide mono- 
chloroacetique dans 450 ml d'isopropanol (rapport molaire acide/OH=2,5). 

La solution d'acide monochloroacetique est ajoutee rapidement dans 
le reacteur double enveloppe et l'ensemble est porte a 60°C a l'aide d'un thermostat 
retie au reaaeur. L'ensembie est maintenu a cette temperature, sous agitation, pendant 
lh30. 

La phase aqueuse est ensuite recuperee et diluee jusqu'a obtenir un 
volume de 2,5 1. La solution ainsi obtenue est purifiee a volume constant sur une 
membrane de seuil de coupure 5 000 g/mole, avec de Teau bidistillee jusqu'a obtenir 
une conductivity du filtrat satisfaisante. La concentration de la solution est de 28 g/l. 20 
ml de cette solution sont congeles et lyophilises pour les analyses. 
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On obtient 70 g (0,2S9 mole) de DMC avec un degre de substitution 

enMC de 1,0 ±0.1. 

Benzylamidification 

Le pH de la solution precedent e est ajuste a 4,75. Le melange est 
5 refroidi a 4°C. On y ajoute rapidement 62,3 g d'agent de couplage (CMC) (rapport 
molaire CMC/CM=0,5). Des que l'agent de couplage est entierement solubilise dans le 
melange, on ajoute rapidement 16 ml de benzylamine (rapport molaire 
benzylamine/CM=0,5). Le melange est ensuite laisse sous agitation pendant 16 heures a 
la temperature ambiante. 
i0 Le melange est ensuite ultrafiltre a volume constant sur une 

membrane de seuil de coupure 5 000 g/mole, successivement avec 15 1 d'eau osmosee 
jusqu'a pH 7, puis avec 10 1 de tampon carbonate 0,05 M pH 9,6, et enfin avec de 
l'eau bidistillee jusqu'a une conductivity du filtrat satisfaisante. La concentration de 
cette solution est de 21 g/1 (3 I). 20 ml de cette solution concentree sont congeles et 
15 lyophilises pour les analyses. Les degres de substitution en MC et en B sont respecti- 
vement 0,79 ± 0,07 et 0,22 ± 0,03. 

Sulfatation 

La sulfatation necessite la preparation du sel de triethylammonium de 

DMCB. 

20 La solution obtenue precedemment est eluee a travers une colonne de 

resine echangeuse de cation IR 120 H+ (1,5 I). La solution ainsi acidifiee est neutralisee 
avec de la triethylamine jusqu'a un pH proche de 7,0. 

La solution neutralisee est concentree et lyophilisee. Environ 65 g de 
sei de triethyi ammonium sont obtenus. 

25 Les 65 g (0,39 mole de OH libre) de sel obtenus sont seches dans une 

etuve sous vide a 40°C pendant 5 h ainsi que tout le materiel necessaire. Puis on les 
dissout, dans un ballon tricol muni d'un systeme d'agitation et de circulation d'argon, 
dans 1,7 1 de DMSO prealablement seche sur des tamis moleculaires 4 A. 24,5 g (0,154 
mole) (rapport molaire complexe/OH libre=0,4) de complexe S0 3 -pyridine sont 

30 dissous dans 300 ml de DMSO et ajoutes lentement a la solution de sel de triethyi- 
ammonium de DMCB. L' ensemble est laisse sous agitation pendant 2 h a la tempera- 



2772382 

14 

ture ambiante et sous argon. 

La reaction est arretee en ajoutant 2 1 d'eau bidistillee a 4°C au 
melange et on ramene le pH du milieu a 7,5-8 a Taide d'une solution de NaOH 2M. La 
solution est ensuite diluee jusqu'a obtenir une concentration en DMSO de 0,5 % en 
5 volume et ultrafiltree a volume constant avec de I'eau bidistillee sur une membrane de 
seuil de coupure 5 000 g/mole. La solution est alors concentree jusqu'a un volume de 5 
I et ultrafiltree a volume constant sur la meme membrane successivement avec 10 I de 
tampon carbonate 0,05 M pH 9,6 et avec de I'eau bidistillee jusqu'a une conductivity 
du filtrat satisfaisante. La solution ainsi purifiee est concentree au septieme de son 
10 volume, congelee et lyophilisee. 60 g de DMCBSul sont ainsi obtenus. L'analyse ele- 
mentaire du soufre donne un ds en groupements sulfates de 0,15 ± 0,02. 

b) DMCBSu2 

Carhox vmethvlation 

Dans un reacteur double enveloppe de 2 I maintenu a temperature 
15 ambiante et muni d'un systeme d'agitation, on disperse 50 g (0,31 mole) de dextrane 
T40 de masse molaire de 40 000 environ dans 612 ml d'isopropanol. 

Dans un becher de 500 ml, on dissout 67,9 g (1,7 moles) de NaOH 
dans 188 ml. La solution obtenue est refroidie a 4°C et ajoutee lentement au melange 
dextrane-isopropanol. L'ensemble est laisse sous agitation pendant 1 heure. . 
20 Dans un becher de I I, on dissout 87,5 g (0,93 mole) d'acide mono- 

chloroacetique dans 450 ml d'isopropanol (rapport molaire acide/OH=3). 

La solution d'acide monochloroacetique est ajoutee rapidement dans 
le reacteur double enveloppe et l'ensemble est porte a 60°C a I'aide d'un thermostat 
relie au reacteur. L'ensemble est maintenu a cette temperature, sous agitation, pendant 
25 2 h. 

La phase aqueuse est ensuite recuperee et diluee jusqu'a obtenir un 
volume de 2,5 1. La solution ainsi obtenue est purifiee a volume constant sur une 
membrane de seuil de coupure 5 000 g/mole, avec de I'eau bidistillee jusqu'a obtenir 
une conductivite du filtrat satisfaisante. La concentration de la solution est de 28 g/l. 20 
30 ml de cette solution est congelee et lyophilisee pour les analyses. 

On obtient 70 g (0,28 mole) de DMC avec un degre de substitution 
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enMC de 1,1 ±0,1. 

Benzvlamidification 

Le pH de !a solution precedente est ajuste a 4,75. Le melange est 
refroidi a 4°C. On y ajoute rapidement 85,7 g d'agent de couplage (CMC) (rapport 
5 molaire CMC/CM=0,7). Des que I'agent de couplage est entierement solubilise dans le 
melange, on ajoute rapidement 22,2 ml de benzylamine (rapport molaire benzyl- 
ami ne/CM=0, 7). Le melange est ensuite laisse sous agitation pendant 16 heures a la 

temperature ambiante. 

Le melange est ensuite ultrafiltre a volume constant sur une 
10 membrane de seuil de coupure 5 000 g/mole, successivement avec 15 1 d'eau osmosee 
jusqu'a pH 7, puis avec 10 1 de tampon carbonate 0,05 M pH 9,6, et enfin avec de 
l'eau bidistillee jusqu'a une conductivity du filtrat satisfaisante. La concentration de 
cette solution est de 21 g/1 (3 1). 20 ml de cette solution concentree sont congeles et 
lyophilises pour les analyses. Les degres de substitution en MC et en B sont respecti- 
15 vement 0,85 ± 0,07 et 0,27 ± 0,03. 

Sulfatation 

La solution obtenue precedemment est eluee a travers une colonne de 
resine echangeuse de cation ER 120 H+ (1,5 I). La solution ainsi acidifiee est neutralisee 
avec de la triethylamine jusqu'a un pH proche de 7. 

20 La solution neutralisee est concentree et lyophilisee. Environ 65 g de 

sel de tri ethyl ammonium sont obtenus. 

Les 65 g (0,365 mole de OH libre) de sel obtenus sont seches dans 
une etuve sous vide a 40°C pendant 5 h ainsi que tout le materiel necessaire. Puis on 
les dissout, dans un ballon tried muni d'un systeme d'agitation et de circulation 

25 d'argon, dans 1,7 I de DMSO prealablement seche sur des tamis moleculaires 4 A. 22,9 
g (0,144 mole) (rapport molaire complexe/OH libre=0,4) de complexe S0 3 -pyridine 
sont dissous dans 300 ml de DMSO et ajoutes lentement a la solution de polymere. 
L' ensemble est laisse sous agitation pendant 2 h a la temperature ambiante et sous 
argon. 

30 La reaction est arretee en ajoutant 2 1 d'eau bidistillee a 4°C au 

melange et on ramene le pH du milieu a 7,5-8 a Taide d'une solution de NaOH 2M. La 
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solution est ensuite diluee jusqu'a obtenir une concentration en DMSO de 0,5 % en 
volume et ultrafiltree a volume constant avec de l'eau bidistiliee sur une membrane de 
seuil de coupure 5 000 g/mole. La solution est alors concentree jusqu'a un volume de 5 

1 et ultrafiltree a volume constant sur la meme membrane successivement avec 10 1 de 
5 tampon carbonate 0,05 M pH 9,6 et avec de i'eau bidistiliee jusqu'a une conductivite 

du filtrat satisfaisante. La solution ainsi purifiee est concentree au septieme de son 
volume, congelee et lyophilisee. 60 g de DMCBSu2 sont ainsi obtenus avec un degre 
de substitution en groupements Su de 0,15 ± 0,02. 

c) DMCBSu3 
10 Carboxvmethvlation 

Dans un reacteur double enveloppe de 2 I maintenu a temperature 
ambiante et muni d'un systeme d'agitation, on disperse 50 g (0,31 mole) de dextrane 
T40 de masse molaire de 40 000 environ dans 612 ml d'isopropanol. 

Dans un becher de 500 ml, on dissout 67,9 g (1,7 moles) de NaOH 
15 dans 188 ml. La solution obtenue est refroidie a 4°C et ajoutee lentement au melange 
dextrane-isopropanol. L'ensemble est laisse sous agitation pendant I heure. 

Dans un becher de 1 1, on dissout 72,9 g (0,77 mole) d'acide mono- 
chloroacetique dans 450 ml d'isopropanol (rapport molaire acide/OH=2,5). 

La solution d'acide monochloroacetique est ajoutee rapidement dans 
20 le reacteur double enveloppe et l'ensemble est porte a 60°C a I'aide d'un thermostat 
relie au reacteur. L'ensemble est maintenu a cette temperature, sous agitation, pendant 

2 h. 

La phase aqueuse est ensuite recuperee et purifiee : 

- soit par une double precipitation dans 3 I de methanol. Le precipite 
25 ainsi recupere est lave deux fois au methanol et seche dans une etuve sous vide a 40°C, 

- soit par filtration tangentielle sur une membrane de seuil de coupure 

de 5 000 daltons. 

La solution purifiee est alors concentree et lyophilisee. On obtient 70 
g (0;289 mole) de DMC avec un degre de substitution en MC de 1,0 ± 0,1 . 
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Recarboxvmethvlation du PMC 

Dans un reacteur double enveloppe de 3 1 maintenu a temperature 
ambiante et muni d'un systeme d'agitation, on disperse les 70 g (0,289 mole ou 0,578 
mole de OH libre) de DMT obtenus dans 1035 ml d'isopropanol. 

5 Dans un becher de 500 ml, on dissout 46,4 g (1,16 moles) de NaOH 

dans 265 ml. La solution obtenue est refroidie a 4°C et ajoutee lentement au melange 
dextrane-isopropanol. L'ensemble est laisse sous agitation pendant 1 heure. 

Dans un becher de I 1, on dissout 54,6 g (0,578 mole) d'acide mono- 
chloroacetique dans 450 ml d'isopropanol (rapport molaire acide/OH libre=l). 

10 La solution d'acide monochloroacetique est ajoutee rapidement dans 

le reacteur double enveloppe et l'ensemble est porte a 60°C a I'aide d'un thermostat 
relie au reacteur. L'ensemble est maintenu a cette temperature, sous agitation, pendant 
2h. 

La phase aqueuse est ensuite recuperee et diluee jusqu'a obtenir un 
15 volume de 2,5 I. La solution ainsi obtenue est purifiee a volume constant sur une 
membrane de seuil de coupure 5 000 g/mole, avec de l'eau bidistillee jusqu'a obtenir 
une conductivite du filtrat satisfaisante. La concentration de la solution est de 30 g/1. 20 
ml de cette solution est congelee et lyophilisee pour les analyses. 

On obtient 75 g (0,26 mole) de DMC avec un degre de substitution 

20 enMCde 1,58 ±0,12. 

Benzylamidification 

Le pH de la solution precedente est ajuste a 4,75. On y ajoute rapi- 
dement 169 g d'agent de couplage (CMC) (rapport molaire CMC/CM=1). Des que 
I'agent de couplage est entierement solubiiise dans le melange, on ajoute rapidement 
25 43,7 ml de benzylamine (rapport molaire benzylamine/CM=l). Le melange est ensuite 
laisse sous agitation pendant 16 heures a la temperature ambiante. 

Le melange est ensuite ultrafiltre a volume constant sur une 
membrane de seuil de coupure 5 000 g/mole, successivement avec 15 1 d'eau osmosee 
jusqu'a pH 7, puis avec 10 1 de tampon carbonate 0,05 M pH 9,6, et enfin avec de 
30 l'eau bidistillee jusqu'a une conductivite du filtrat satisfaisante. La concentration de 
cette solution est de 22 g/l (3 1). 20 ml de cette solution sont congeles et lyophilises 
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pour les analyses. Les degres de substitution en MC et en B sont respectivement 1,15 ± 

0,10et 0,44 ±0,04. 

Sulfatation 

La solution obtenue precedemment est eluee a travers une colonne de 
5 resine echangeuse de cation ER 120 H+ (1,5 1). La solution ainsi acidifiee est neutralisee 
avec de ia triethylamine jusqu'a un pH proche de 7. 

La solution neutralisee est concentree et lyophilisee. Environ 70 g de 
sel de triethyl ammonium sont obtenus. 

Les 70 g (0,24 mole de OH libre) de sel obtenus sont seches dans une 
10 etuve sous vide a 40°C pendant 5 h ainsi que tout le materiel necessaire. Puis on les 
dissout, dans un ballon tricol muni d'un systeme d'agitation et de circulation d'argon, 
dans 1,7 1 de DMSO prealablement seche sur des tamis moleculaires 4 A. 30,7 g (0,193 
mole) (rapport molaire complexe/OH libre=0,8) de complexe S0 3 -pyridine sont 
dissous dans 300 ml de DMSO et ajoutes lentement a la solution de polymere. 
15 L'ensemble est laisse sous agitation pendant 2 h a la temperature ambiante et sous 
argon. 

La reaction est arretee en ajoutant 2 1 d'eau bidistillee a 4°C au 
melange et on ramene ie pH du milieu a 7,5-8 a 1'aide d'une solution de NaOH 2M. La 
solution est ensuite diluee jusqu'a obtenir une concentration en DMSO de 0,5 % en 
20 volume et ultrafiitree a volume constant avec de Teau bidistillee sur une membrane de 
seuil de coupure 5 000 g/mole. La solution est alors concentree jusqu'a un volume de 5 
1 et ultrafiltree a volume constant sur la meme membrane successivement avec 10 1 de 
tampon carbonate 0,05 M pH 9,6 et avec de I'eau bidistillee jusqu'a une conductivite 
du filtrat satisfaisante. La solution ainsi purifiee est concentree au septieme de son 
25 volume, congelee et lyophilisee. 65 g de DMCBSu3 sont ainsi obtenus avec un degre 
de substitution en groupements sulfates de 0,40 ± 0,04. 
d) DM£BSu4 
Carboyvmethvlation 

Dans un reacteur double enveloppe de 2 I maintenu a temperature 
30 ambiante et muni d'un systeme d'agitation, on disperse 50 g (0,3 1 mole) de dextrane 
T40 de masse molaire de 40 000 environ dans 612 ml d'isopropanol. 
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Dans un becher de 500 ml, on dissout 67,9 g (1,7 moles) de NaOH 
dans 188 ml. La solution obtenue est refroidie a 4°C et ajoutee lentement au melange 
dextrane-isopropanol. L'ensemble est laisse sous agitation pendant I heure. 

Dans un becher de I t, on dissout 72,9 g (0,77 mole) d'acide mono- 
5 chloroacetique dans 450 ml d'isopropanol (rapport molaire acide/OH=2,5). 

La solution d'acide monochloroacetique est ajoutee rapidement dans 
le reacteur double enveloppe et l'ensemble est porte a 60°C a l'aide d'un thermostat 
relie au reacteur. L'ensemble est maintenu a cette temperature, sous agitation, pendant 
2h. 

10 La phase aqueuse est ensuite recuperee et diluee jusqu'a obtenir un 

volume de 2,5 1. La solution ainsi obtenue est purifiee a volume constant sur une 
membrane de seuil de coupure 5 000 g/mole, avec de I'eau bidistillee jusqu'a obtenir 
une conductivite du filtrat satisfaisante. La concentration de la solution est de 28 g/1. 20 
ml de cette solution est congelee et lyophilisee pour les analyses. 

15 On obtient 70 g (0,284 mole) de DMC avec un degre de substitution 

enMC de 1,05+0,10. 

Benzvlamidification 

Le pH de la solution precedente est ajuste a 4,75. On y ajoute rapi- 
dement 126,5 g d'agent de couplage (CMC) (rapport molaire CMC/CM=0,8). Des que 

20 1' agent de couplage est entierement solubilise dans le melange, on ajoute rapidement 
32,6 ml de benzylamine (rapport molaire benzylamine/CM=0,8). Le melange est 
ensuite laisse sous agitation pendant 16 heures a la temperature ambiante. 

Le melange est ensuite ultrafiitre a volume constant sur une 
membrane de seuil de coupure 5 000 g/mole, successivement avec 15 1 d'eau osmosee 

25 jusqu'a pH 7, puis avec 10 1 de tampon carbonate 0,05 M pH 9,6, et enfin avec de 
1'eau bidistillee jusqu'a une conductivite du filtrat satisfaisante. La concentration de 
cette solution est de 21 g/1 (3 1). 20 ml de cette solution sont congeles et lyophilises 
pour les analyses. Les degres de substitution en MC et en B sont respectivement 0,74 ± 

0,06 et 0,33 ±0,03. 
30 Sulfatation 

La solution obtenue precedemment est eluee a travers une colonne de 



2772382 



20 



10 



resine echangeuse de cation IR 120 H+ (1,5 1). La solution ainsi acidifiee est neutralised 
avec de la triethylamine jusqu'a un pH proche de 7,0. 

La solution neutralisee est concentree et lyophilisee. Environ 65 g de 
sel de triethylammonium sont obtenus. 

Les 65 g (0,38 mole de OH libre) de sel obtenus sont seches dans une 
etuve sous vide a 40°C pendant 5 h ainsi que tout le materiel necessaire. Puis on les 
dissout, dans un ballon tricol muni d'un systeme d'agitation et de circulation d'argon, 
dans 1,7 1 de DMSO prealablement seche sur des tamis moleculaires 4 A. 30,2 g (0,154 
mole) (rapport molaire complexe/OH libre=0,5) de complexe S0 3 -pyridine sont 
dissous dans 300 ml de DMSO et ajoutes lentement a la solution de polymere. 
L'ensemble est laisse sous agitation pendant 2 h a la temperature ambiante et sous 
argon. 

La reaction est arretee en ajoutant 2 I d'eau bidistillee a 4°C au 
melange et on ramene le pH du milieu a 7,5-8 a Taide d'une solution de NaOH 2M. La 
15 solution est ensuite diluee jusqu'a obtenir une concentration en DMSO de 0,5 % en 
volume et ultrafiltree a volume constant avec de Teau bidistillee sur une membrane de 
seuil de coupure 5 000 g/mole. La solution est alors concentree jusqu'a un volume de 5 
I et ultrafiltree a volume constant sur la meme membrane successivement avec 10 1 de 
tampon carbonate 0,05 M pH 9,6 et avec de i'eau bidistillee jusqu'a une conductivity 
20 du filtrat satisfaisante. La solution ainsi purifiee est concentree au septieme de son 
volume, congelee et lyophilisee. 60 g de DMCBSu4 sont ainsi obtenus avec un degre 
de substitution en groupements Su de 0,25 ± 0,03. 
e)DMCBSu5 
rarboxvrnethvlation 

25 Dans un reacteur double enveloppe de 2 I maintenu a temperature 

ambiante et muni d'un systeme d'agitation, on disperse 50 g (0,31 mole) de dextrane 
T40 de masse molaire de 40 000 environ dans 612 ml d'isopropanol. 

Dans un becher de 500 ml, on dissout 67,9 g (1,7 moles) de NaOH 
dans 188 ml. La solution obtenue est refroidie a 4°C et ajoutee lentement au melange 
30 dextrane-isopropanol. L'ensemble est laisse sous agitation pendant 1 heure. 

Dans un becher de 1 1, on dissout 1 17,2 g (1,24 mole) d'acide mono- 
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chloroacetique dans 450 ml d'isopropanol (rapport molaire acide/OH-4). 

La solution d'acide monochloroacetique est ajoutee rapidement dans 
le reacteur double enveloppe et I'ensemble est porte a 60°C a I'aide d'un thermostat 
relie au reacteur. L'ensemble est maintenu a cette temperature, sous agitation, pendant 
5 2h. 

La phase aqueuse est ensuite recuperee et diluee jusqu'a obtenir un 
volume de 2,5 I. La solution ainsi obtenue est purifiee a volume constant sur une 
membrane de seuil de coupure 5 000 g/mole, avec de I'eau bidistillee jusqu'a obtenir 
une conductivity du fiitrat satisfaisante. La concentration de la solution est de 28 grt. 20 
10 ml de cette solution est congelee et lyophilisee pour les analyses. 

On obtient 70 g (0,271 mole) de DMC avec un degre de substitution 

en MC de 1,2 ±0,1 1. 

Renr ylamidification 

Le pH de la solution precedente est ajuste a 4,75. On y ajoute rapi- 
15 dement 124,1 g d'agent de couplage (CMC) (rapport molaire CMC/CM=0,9). Des que 
Tagent de couplage est entierement solubilise dans le melange, on ajoute rapidement 
35,5 ml de benzylamine (rapport molaire benzylamine/CM=0,9). Le melange est 
ensuite taisse sous agitation pendant 16 heures a la temperature ambiante. 

Le melange est ensuite ultrafdtre a volume constant sur une 
20 membrane de seuil de coupure 5 000 g/mole, successive ment avec 15 1 d'eau osmosee 
jusqu'a pH 7, puis avec 10 I de tampon carbonate 0,05 M pH 9,6, et enfin avec de 
Teau bidistillee jusqu'a une conductivite du fiitrat satisfaisante. La concentration de 
cette solution est de 21 g/l (3 1). 20 ml de cette solution sont congeles et lyophilises 
pour les analyses. Les degres de substitution en MC et en B sont respectivement 0,84 ± 

25 0,07 et 0,38 ±0,04. 

Sulfatation 

La solution obtenue precedemment est eluee a travers une colonne de 
resine echangeuse de cation IR 120 (1,5 1). La solution ainsi acidifiee est neutralisee 
avec de la triethylamine jusqu'a un pH proche de 7. 
30 La solution neutralisee est concentree et lyophilisee. Environ 67 g de 

sel de triethyl ammonium sont obtenus. 
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Les 67 g (0,33 mole de OH libre) de sel obtenus sont seches dans une 
etuve sous vide a 40°C pendant 5 h ainsi que tout le materiel necessaire. Puis on ies 
dissout, dans un ballon tricol muni d'un systeme d'agitation et de circulation d'argon, 
dans 1,7 1 de DMSO prealablement seche sur des tamis moieculaires 4 A. 21 g (0,132 
mole) (rapport molaire complexe/OH libre=0,4) de complexe SCb-pyridine sont 
dissous dans 300 ml de DMSO et ajoutes lentement a la solution de polymere. 
L' ensemble est laisse sous agitation pendant 2 h a la temperature ambiante et sous 
argon. 

La reaction est arretee en ajoutant 2 1 d'eau bidistillee a 4°C au 
melange et on ramene le pH du milieu a 7,5-3 a I'aide d'une solution de NaOH 2M. La 
solution est ensuite diluee jusqua obtenir une concentration en DMSO de 0,5 % en 
volume et ultrafiltree a volume constant avec de 1'eau bidistillee sur une membrane de 
seuil de coupure 5 000 g/mole. La solution est alors concentree jusqua un volume de 5 
I et ultrafiltree a volume constant sur la meme membrane successivement avec 10 1 de 
tampon carbonate 0,05 M pH 9,6 et avec de Teau bidistillee jusqu'a une conductivity 
du filtrat satisfaisante. La solution ainsi purifiee est concentree au septieme de son 
volume, congelee et lyophilisee. 62 g de DMCBSuS sont ainsi obtenus avec un degre 
de substitution en groupements sulfates de 0,15 ± 0,02. 

n DMCBSu6 

rarboxvmethvlation 

Dans un reacteur double enveloppe de 2 1 maintenu a temperature 
ambiante et muni d'un systeme d'agitation, on disperse 50 g (0,31 mole) de dextrane 
T40 de masse molaire de 40 000 environ dans 612 ml d'isopropanol. 

Dans un becher de 500 ml, on dissout 67,9 g (1,7 moles) de NaOH 
dans 188 ml. La solution obtenue est refroidie a 4°C et ajoutee lentement au melange 
dextrane-isopropanol. L'ensemble est laisse sous agitation pendant 1 heure. 

Dans un becher de I I, on dissout 87,5 g (0,93 mole) d'acide mono- 
chloroacetique dans 450 ml d'isopropanol (rapport molaire acide/OH=3). 

La solution d'acide monochloroacetique est ajoutee rapidement dans 
le reacteur double enveloppe et- l'ensemble est porte a 60°C a l'aide d'un thermostat 
relie au reacteur. L'ensemble est maintenu a cette temperature, sous agitation, pendant 
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2 h. 

La phase aqueuse est ensuite recuperee et diluee jusqu'a obtenir un 
volume de 2,5 I. La solution ainsi obtenue est purifiee a volume constant sur une 
membrane de seuil de coupure 5 000 g/mole, avec de I'eau bidistillee jusqu'a obtenir 
5 une conductivity du filtrat satisfaisante. La concentration de la solution est de 28 g/l. 20 
ml de cette solution est congelee et lyophilisee pour les analyses. 

On obtient 70 g (0,28 mole) de DMC avec un degre de substitution 

en MC de 1,1 ±0,10. 

1 ere benzvlamidification 

10 Le pH de la solution precedents est ajuste a 4,75. On y ajoute rapi- 

dement 130,5 g d'agent de couplage (CMC) (rappon molaire CMC/CM=l). Des que 
V agent de couplage est entierement solubilise dans le melange, on ajoute rapidement 
30,3 ml de benzylamine (rapport molaire benzylamine/CM=0,9). Le melange est 
ensuite laisse sous agitation pendant 16 heures a la temperature ambiante. 

15 Le melange est ensuite ultraftltre a volume constant sur une 

membrane de seuil de coupure 5 000 g/mole, successivement avec 15 1 d'eau osmosee 
jusqu'a pH 7, puis avec 10 1 de tampon carbonate 0.05 M pH 9,6, et enfin avec de 
I'eau bidistillee jusqu'a une conductivity du filtrat satisfaisante. La solution est concen- 
tree jusqu'a un volume de 2,5 1 (-28 g/l ou 0,1 mole/!). 20 ml de cette solution sont 

20 congeles et lyophilises pour les analyses. Les degres de substitution en MC et en B sont 
respectivement 0,75 ± 0,06 et 0,38 ± 0,04. 

2eme benzvlamidification 

Le pH des 2,5 I de solution de DMCB precedente est reajuste a 4,75. 
Le melange est refroidi a 4°C. On y ajoute rapidement 40 g d'agent de couplage 
25 (CMC) (rapport molaire CMC/CM=0,5). Des que 1'agent de couplage est entierement 
solubilise dans le melange, on ajoute rapidement 10,3 ml de benzylamine (rapport 
molaire benzylamine/CM=0,5). Le melange est ensuite laisse sous agitation pendant 16 
heures a la temperature ambiante. 

Le melange est ensuite ultrafiltre a volume constant sur une 
30 membrane de seuil de coupure 5 000 g/mole, successivement avec 15 1 d'eau osmosee 
jusqu'a pH 7, puis avec 10 1 de tampon carbonate 0,05 M pH 9,6, et enfin avec de 
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l'eau bidistiilee jusqu'a une conductivite du filtrat satisfaisante. La concentration de 
cette solution es de 21 g/l (3 1). 20 ml de cette solution sont congeles et lyophilises 
pour les analyses. Les degres de substitution en MC et en B sont respectivement 0,65 ± 

0,06 et 0,54 ±0,05. 
5 Snlfatation 

La solution obtenue precedemment est eiuee a travers une colonne de 
resine echangeuse de cation IR 120 H+ (1,5 1). La solution ainsi acidifiee est neutralisee 
avec de la tri ethyl amine jusqu'a un pH proche de 7. 

La solution neutralisee est concentree et lyophilisee. Environ 65 g de 

10 sel de triethylammonium sont obtenus. 

Les 65 g (0,365 mole de OH libre) de sel obtenus sont seches dans 
une etuve sous vide a 40°C pendant 5 h ainsi que tout le materiel necessaire. Puis on 
les dissout, dans un ballon tricot muni dun systeme d'agitation et de circulation 
d'argon, dans 1,7 1 de DMSO prealablement seche sur des tamis moleculaires 4 A. 34,9 

15 g (0,219 mole) (rapport molaire complexe/OH libre-0,6) de complexe S0 3 -pyndine 
lont dissous dans 300 ml de DMSO et ajoutes lentement a la solution de polymere. 
L'ensemble est laisse sous agitation pendant 2 h a la temperature ambiante et sous 
argon. 

La reaction est arretee en ajoutant 2 1 d'eau bidistiilee a 4°C au 
melange et on ramene le pH du milieu a 7,5-3 a Paide d^une solution de NaOH 2M. La 
solution est ensuite diluee jusqu^a obtenir une concentration en DMSO de 0,5 % en 
volume et ultrafiltree a volume constant avec de l'eau bidistiilee sur une membrane de 
seuil de coupure 5 000 g/mole. La solution est alors concentree jusqu'a un volume de 5 
1 et ultrafiltree a volume constant sur la meme membrane successivement avec 10 I de 
25 tampon carbonate 0,05 M pH 9,6 et avec de l'eau bidistiilee jusqu'a une conductivite 
du filtrat satisfaisante. La solution ainsi punfiee est concentree au septieme de son 
volume, congelee et lyophilisee. 60 g de DMCBSu6 sont ainsi obtenus avec un degre 
de substitution en groupements sulfates de 0,30 ± 0,03. 

g) DMCBSuI 
30 rarhoxvmethvlation 

Dans un reacteur double envelop'pe de 2 I maintenu a temperature 
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ambiante et muni d'un systeme d'agitation, on disperse 50 g (0,31 mole) de dextrane 
T40 de masse molaire de 40 000 environ dans 612 ml d'isopropanol. 

Dans un becher de 500 ml, on dissout 67,9 g (1,7 moles) de NaOH 
dans 188 ml. La solution obtenue est refroidie a 4°C et ajoutee lentement au melange 
5 dextrane-isopropanol. L'ensemble est laisse sous agitation pendant I heure. 

Dans un becher de 1 1, on dissout 72,9 g (0,77 mole) d'acide mono- 
chloroacetique dans 450 ml d'isopropanol (rapport molaire acide/OH=2,5). 

La solution d'acide monochloroacetique est ajoutee rapidement dans 
le reacteur double enveloppe et l'ensemble est pone a 60°C a l'aide d'un thermostat 
l0 relie au reacteur. L'ensemble est maintenu a cette temperature, sous agitation, pendant 
2 h. 

La phase aqueuse est ensuite recuperet et diluee jusqu'a obtenir un 
volume de 2,5 I. La solution ainsi obtenue est puriflee a volume constant sur une 
membrane de seuil de coupure 5 000 g/mole, avec de 1'eau bidistillee jusqu a obtenir 
15 une conductivity du filtrat satisfaisante. La concentration de la solution est de 28 g/1. 20 
ml de cette solution est congelee et lyophilisee pour les analyses. 

On obtient 70 g (0,284 mole) de DMC avec un degre de substitution 

en MC de 1,05. 

Rpn7 ylamidification 

Le pH de la solution precedente est ajuste a 4,75. On y ajoute rapi- 
dement 126,5 g d'agent de couplage (CMC) (rapport molaire CMC/CM=0,8). Des que 
1'agent de couplage est entierement solubilise dans le melange, on ajoute rapidement 
32,6 ml de benzylamine (rapport molaire benzylamine/CM=0,8). Le melange est 
ensuite laisse sous agitation pendant 16 heures a la temperature ambiante. 
25 Le melange est ensuite ultrafiltre a volume constant sur une 

membrane de seuil de coupure 5 000 g/mole, successivement avec 15 I d'eau osmosee 
jusqu'a pH 7, puis avec 10 1 de tampon carbonate 0,05 M pH 9,6, et enfin avec de 
Teau bidistillee jusqu'a une conductivity du filtrat satisfaisante. La concentration de 
cette solution est de 21 g/1 (3 I). 20 ml de cette solution sont congeles et lyophilises 
30 pour les analyses. Les degres de substitution en MC et en B sont respectivement 0,74 ± 
0,06 et 0,33 ±0,03. 
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Sulfatation 

La solution obtenue precedemment est eluee a travers une colonne de 
resine echangeuse de cation ER 120 H+ (1,5 I). La solution ainsi acidifiee est neutralisee 
avec de la triethylamine jusqu'a un pH proche de 7. 
5 La solution neutralisee est concentree et lyophilisee. Environ 65 g de 

set de triethylammonium sont obtenus. 

Les 65 g (0,38 mole de OH libre) de sel obtenus sont seches dans une 
etuve sous vide a 40°C pendant 5 h ainsi que tout le materiel necessaire. Puis on les 
dissout, dans un ballon tricot muni d'un systeme d'agitation et de circulation d'argon, 
10 dans 1,7 1 de DMSO prealablement seche sur des tamis moleculaires 4 A. 24,2 g (0,154 
mole) (rapport molaire complexe/OH libre=0,4) de complexe S0 3 -pyridine sont 
dissous dans 300 ml de DMSO et ajoutes lentement a la solution de polymere. 
L'ensemble est Iaisse sous agitation pendant 2 h a la temperature ambiante et sous 
argon. 

15 La reaction est arretee en ajoutant 2 1 d'eau bidistillee a 4°C au 

melange et on ramene le pH du milieu a 7,5-8 a I'aide d'une solution de NaOH 2M. La 
solution est ensuite diluee jusqu'a obtenir une concentration en DMSO de 0,5 % en 
volume et ultrafiltree a volume constant avec de l'eau bidistillee sur une membrane de 
seuil de coupure 5 000 g/mole. La solution est alors concentree jusqu'a un volume de 5 

20 1 et ultrafiltree a volume constant sur la meme membrane successivement avec 10 I de 
tampon carbonate 0,05 M pH 9,6 et avec de I'eau bidistillee jusqu'a une conductivity 
du filtrat satisfaisante. La solution ainsi purifiee est concentree au septieme de son 
volume, congelee et lyophilisee. 60 g de DMCBSu7 sont ainsi obtenus avec un degre 
de substitution en groupements sulfates de 0,16 ± 0,02. 

25 h)DMCBSu8 

rarhoy ymethvlation 

Dans un reacteur double enveloppe de 2 1 maintenu a temperature 
ambiante et muni d'un systeme d'agitation, on disperse 50 g (0,31 mole) de dextrane 
T40 de masse molaire de 40 000 environ dans 612 ml d'isopropanol' 
30 Dans un becher de 500 ml, on dissout 67,9 g (1,7 moles) de NaOH 

dans 188 ml. La solution obtenue est refroidie a 4°C et ajoutee lentement au melange 
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dextrane-isopropanol. L'ensemble est laisse sous agitation pendant 1 heure. 

Dans un becher de 1 I, on dissout 72,9 g (0,77 mole) d'acide mono- 
chloroacetique dans 450 ml d'isopropanol (rapport molaire acide/OH=2,5). 

La solution d'acide monochloroacetique est ajoutee rapidement dans 
5 te reacteur double enveloppe et 1'ensemble est pone a 60=C a 1'aide d'un thermostat 
relie au reacteur. L'ensemble est maintenu a cette temperature, sous agitation, pendant 
1 h. 

La phase aqueuse est ensuite recuperee et diluee jusqu'a obtenir un 
volume de 2,5 I. La solution ainsi obtenue est purifiee a volume constant sur une 
,0 membrane de seuil de coupure 5 000 g/mole, avee de l'eau bidistillee jusqu'a obtenir 
une conductivite du f.ltrat satisfaisante. La concentration de la solution est de 28 g/1. 20 
ml de cette solution est congelee et lyophilisee pour les analyses. 

On obtient 70 g (0,295 mole) de DMC avec un degre de substitution 

en MCde 0,94 ±0,10 

15 RonTvlamidification 

Le pH de la solution precedente est ajuste a 4,75. Le melange est 
refroidi a 4°C. On y ajoute rapidement 58,8 g d'agent de couplage (CMC) (rapport 
molaire CMC/CM=0,5). Des que l'agent de couplage est entierement solubilise dans le 
melange, on ajoute rapidement 15,2 ml de benzylamine (rapport molaire 

20 benzylamine/CM=0,5). Le melange est ensuite laisse sous agitation pendant 16 heures a 

la temperature ambiante. 

Le melange est ensuite ultrafiltre a volume constant sur une 
membrane de seuil de coupure 5 000 g/mole, successivement avec 15 1 d'eau osmosee 
jusqu'a pH 7, puis avec 10 1 de tampon carbonate 0,05 M pH 9,6, et enfm avec de 
25 Teau bidistillee jusqu'a une conductivite du fdtrat satisfaisante. La concentration de 
cette solution est de 21 g/1 (3 I). 5 ml de cette solution concentree sont congeles et 
lyophilises pour les analyses. Les degres de substitution en MC et en B sont respecti- 
vement 0,75 ± 0,07 et 0,22 ± 0.03. 

Sulfatation 

30 La solution obtenue precedemment est eluee a travers une colonne de 

resine echangeuse de cation IR 120 H+ (1,5 I). La solution ainsi acidif.ee est neutralisee 
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avec de la triethylamine jusqu'a un pH proche de 7. 

La solution neutralised est concentree et lyophilisee. Environ 65 g de 
set de t net hyi ammonium sont obtenus. 

Les 65 g (0,4 mole de OH libre) de sel obtenus sont seches dans une 
5 etuve sous vide a 40°C pendant 5 h ainsi que tout (e materiel necessaire. Puis on les 
dissout, dans un ballon tried muni dun systeme d'agitation et de circulation d'argon, 
dans 1,7 1 de DMSO preajablement seche sur des tamis moleculaires 4 A. 45,2 g (0,154 
mole) (rapport molaire complexe/OH libre=0,7) de complexe S0 3 -pyridine sont 
dissous dans 300 ml de DMSO et ajoutes lentement a la solution de polymere. 
10 L'ensemble est laisse sous agitation pendant 2 h a la temperature ambiante et sous 
argon. 

La reaction est arretee en ajoutant 2 I d'eau bidistillee a 4°C au 
melange et on ramene le pH du milieu a 7,5-8 a I'aide d'une solution de NaOH 2M. La 
solution est ensuite diluee jusqu'a obtenir une concentration en DMSO de 0,5 % en 
15 volume et ultrafiltree a volume constant avec de Teau bidistillee sur une membrane de 
seuil de coupure 5 000 g/mole. La solution est alors concentree jusqu'a un volume de 5 
I et ultrafiltree a volume constant sur la meme membrane successivement avec 10 1 de 
tampon carbonate 0,05 M pH 9,6 et avec de t'eau bidistillee jusqu'a une conductivity 
du filtrat satisfaisante. La solution ainsi purifiee est concentree .au septieme de son 
20 volume, congelee et lyophilisee. 60 g de DMCBSu8 sont ainsi obtenus avec un degre 
de substitution en groupements sulfates de 0,35 ± 0,04. 
i) DMCSu 
rarhoxvmethvlation 

Dans un reacteur double enveloppe de 2 1 maintenu a temperature 
25 ambiante et muni d'un systeme d'agitation, on disperse 50 g (0,31 mole) de dextrane 
T40 de masse molaire de 40 000 environ dans 612 ml d'isopropanol. 

Dans un becher de 500 ml, on dissout 67,9 g (1,7 moles) de NaOH 
dans 188 ml. La solution obtenue est refroidie a 4°C et ajoutee lentement au melange 
dextrahe-isopropanoL L'ensemble est laisse sous agitation pendant 1 heure. 
30 Dans un becher de I 1, on dissout 72,9 g (0,77 mole) d'acide mono- 

chloroacetique dans 450 ml d'isopropanol (rapport molaire acide/OH=2,5). 
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La solution d'acide monochloroacetique est ajoutee rapidement dans 
le reacteur double enveloppe et I'ensemble est pone a 60°C a Taide d'un thermostat 
relie au reacteur. L'ensemble est maintenu a cette temperature, sous agitation, pendant 
2 h. 

La phase aqueuse est ensuite recuperee et diluee jusqu'a obtenir un 
volume de 2,5 I. La solution ainsi obtenue est purifiee a volume constant sur une 
membrane de seuil de coupure 5 000 g/mole, avec de Teau bidistillee jusqua obtenir 
une conductivity du filtrat satisfaisante. La concentration de la solution est de 28 g/l. 20 
ml de cette solution sont congeles et lyophilises pour les analyses. 

On obtient 70 g (0,289 mole) de DMC avec un degre de substitution 

enMCde 1,0 ±0,1. 

Sulfatation 

La solution obtenue precedemment est eluee a travers une colonne de 
resine echangeuse de cation ER 120 H+ (1,5 1). La solution ainsi acidifiee est neutralisee 
15 avec de la triethylamine jusqu'a un pH proche de 7. 

La solution neutralisee est concentree et lyophilisee. Environ 80 g de 

sel de triethylammonium sont obtenus. 

Les 80 g (0,466 mole de OH libre) de sel obtenus sont seches dans 
une etuve sous vide a 40°C pendant 5 h ainsi que tout le materiel necessaire. Puis on 

20 les dissout, dans un ballon tricol muni d'un systeme d'agitation et de circulation 
d'argon, dans 1,7 1 de DMSO prealablement seche sur des tamis moleculaires 4 A. 52 g 
(0,326 mole) (rapport molaire complexe/OH libre=0,7) de complexe S0 3 -pyridine sont 
dissous dans 300 ml de DMSO et ajoutes lentement a la solution de polymere. 
L' ensemble est laisse sous agitation pendant 2 h a la temperature ambiante et sous 

25 argon. 

La reaction est arretee en ajoutant 2 1 d'eau bidistillee a 4°C au 
melange et on ramene le pH du milieu a 7,5-8 a Taide d'une solution de NaOH 2M. La 
solution est ensuite diluee jusqu'a obtenir une concentration en DMSO de 0,5 % en 
volume et ultrafiltree a volume constant avec de Teau bidistillee sur une membrane de 
30 seuil de coupure 5 000 g/mole. La solution est alors concentree jusqu'a un volume de 5 
1 et ultrafUtree a volume constant sur la meme membrane successivement avec 10 i de 
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tampon carbonate 0,05 M pH 9,6 et avec de I'eau bidistiilee jusqu'a une conductivity 
du filtrat satisfaisante. La solution ainsi purifiee est concentree au septieme de son 
volume, congelee et lyophilisee. 70 g de DMCSu sont ainsi obtenus. L'analyse eiemen- 
taire du soufre donne un ds en groupements sulfates de 0,37 ± 0,04. 

5 EXEMPLE 3 : Preparation d'un DMCBSuS. 

On prepare une suspension de 10 g du DMCBSu, obtenu conforme- 
ment a I'exemple 2, dans 350 ml de dichloromethane anhydre. On ajoute 0,62 mi 
d'acide chlorosulfonique dans 35 ml de dichloromethane anhydre (rapport molaire acide 
chlorosulfonique/motifs B = 1). Le melange est maintenu sous agitation et sous argon 

10 pendant 1 heure a temperature ambiante. Le produit est filtre sur fritte N°4. lave 
successivement avec 200 ml de dichloromethane, 200 ml de dichJoromethane/dioxanne 
50:50 (v:v) et enfin avec du dioxanne pur. 

Le DMCBSuS sous forme acide est aussitot dissous dans 150 ml 
d'eau et le pH de la solution est ajuste a 9 avec NaOH 6 Met maintenu a cette valeur 

15 pendant 1 heure. La solution est alors neutralist avec HC1 0,1 M, congelee et lyophili- 



see. 



La quantite de sulfonates est etablie par difference des taux de soufre 
des produits initial et final apres desulfatation des deux, dans les conditions precisees a 
Texemple 1. 

20 EXEMPLE 4 : Variante de procede pour la preparation d'un DMCBSu. 

Q ) Pr oration du reactif N-methvl phenyl 2 chloroacetamide 

Dans un ballon tried muni d'un systeme d'agitation et de circulation 
d'argon (atmosphere inerte), on melange 109,4 ml (1 mole) de benzylamine avec I I 
d'ether prealablement seche sur des tamis moleculaires 4 A. 
25 On ajoute goutte a goutte, a l'aide d'une ampoule a brome, 79,7 ml (1 

mole) de chiorure de chJoroacetyle (duree d'introduction 30 minutes). Apres ajout, le 
ballon est scelle et laisse sous agitation a temperature ambiante pendant 1 heure. 

Le melange est ensuite lave, successivement avec 1,5 1 de solution 
d'acide citrique 0,5 M (220 g), 1,5 I d'-eau bidistiilee a 4°C, 1,5 1 de solution d'hydro- 
30 geno-carbonate de sodium 0,5 M (63 g) et 1,5 I de solution NaCl 1 M (87,8 g). 

La phase etheree est recuperee et evaporee a sec. 
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Le residu sec est purifie par une double recristallisation dans I'eau : 
- On dissout le residu dans de l'eau bidistillee, (solution de 1-2% p/v) 
porree a ebullition. On filtre cette solution bouillante a I'aide d'un verre fritte N°4 pre- 
chauffe a 100°C. La solution filtree est refroidie et conservee a 4°C pendant une nuit. 
5 Le reactif est ensuite recupere sur du papier Wattman et seche dans une etuve sous 
vide a 50°C environ. 

b\ Svnthese de DMCB 

Dans un reacteur double enveloppe de 2 1 muni d'un systeme d'agita- 
tion, on disperse 50 g (0,3 1 mole) de dextrane T40 de masse molaire de 40.000 envi- 
10 ron dans 400 ml d'isopropanol. 

Dans un becher de 500 ml, on dissout 56,5 g (1,41 mole) de NaOH 
dans 225 ml. La solution obtenue est refroidie a 4°C et ajoutee lentement au melange 
dextrane-isopropanol. L'ensemble est laisse sous agitation pendant t heure. 

Dans un becher de 1 I, on dissout 84,9 g (0,46 mole) du N-methyl 
15 phenyl 2 chloroacetamide obtenu en a), dans 675 ml d'isopropanol. Dans un autre 
becher de 500 ml, on dissout 43,7 g (0,46 mole) decide monochloroacetique dans 200 
ml d'isopropanol. 

La solution de N-methyl phenyl 2 chloro-acetamide est ajoutee rapi- 
dement dans le reacteur double enveloppe et l'ensemble est porte a 60°C a Taide d'un 
20 thermostat relie au reacteur. Environ 5 minutes plus tard, la solution d'acide mono- 
chloroacetique y est rapidement ajoutee et l'ensemble est maintenu a 60°C sous agita- 
tion pendant 2 heures. 

La phase aqueuse est ensuite recuperee et purifiee : 

- soit par une double precipitation dans 3 1 de methanol ; le precipite 
25 ainsi recupere est lave deux fois au methanol et seche dans une etuve sous vide a 40°C. 

- soit par filtration tangentielle sur une membrane de seuil de coupure 
de 5.000 Daltons ; la solution purifiee est alors concentree et lyophilisee. 

La composition du DMC obtenu par cette methode est la suivante : 

MC = 0,90 ± 0.09 et B = 0,30 ± 0,03. 
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c) Svnthese du DMCBSu 

- mise sous forme de sel de tributylammonium (ou tri-ethyl- 

ammonium) 

50 g (0,18 mole) du DMCB obtenu a Tetape b) sont dissous dans 2 I 
5 d'eau bidistillee. La solution obtenue est eluee a travers une colonne de resine echan- 
geuse de cations (Amberlite LR120 H+). Le produit ainsi acidine est neutralise avec de 
la tributylamine a 10 % dans I'ethanol (ou de la triethylamine) jusqu'a un pH proche de 

7. 

La solution neutralisee est purifiee par filtration tangentielle sur une 
10 membrane de seuil de coupure 5.000 daltons, concentree et lyophilisee. Environ 60 g 
de sel de tributylammonium (ou triethylammonium) sont obtenus. 

- Sulfatation du DMCB de tributylammonium (ou tri-ethyl- 

ammonium 

Les 60 g de sel obtenus sont seches dans une etuve sous vide a 40°C 
15 pendant 4 heures ainsi que tout le materiel necessaire. Puis on les dissout, dans un 
ballon tricol muni d'un systeme d'agitation et de circulation d'argon, dans 2,7 1 de N,N- 
dimethylformamide (DMF) preaiablement seche sur des tamis moleculaires 4 A (5,7 1 
pour le sel de triethylammonium). 38,7 g (0,24 mole) de complexe S0 3 -pyridine 
(46,6 g (0,29 mole) dans le cas du sel de triethylammonium) sont dissous dans 300 ml 
20 de DMF et ajoutes lentement a la solution de polymere. L'ensemble est Iaisse sous agi- 
tation pendant 2 heures a temperature ambiante. 

La reaction est arretee en ajoutant 3 1 d'eau bidistillee a 4°C au 
melange et on ramene le pH du milieu a 7,5-8 a l'aide d'une solution de NaOH 2 M. La 
solution est ensuite ultrafiltree sur membrane de seuil de coupure 5.000 daltons, 
25 concentree et lyophilisee. 

EXEMPLE 5 : Synthese du DMCSu. 

a) Svnthese du PMC 

Dans un reacteur double enveloppe de 2 1 muni d'un systeme d'agita- 
tion, on disperse 50 g (0,3 1 mole) de dextrane T40 de masse molaire de 40.000 envi- 
30 ron dans 612 ml d'isopropanol. 

Dans un becher de 500 ml, on dissout 67,9 g (1,7 mole) de NaOH 
dans 188 ml. La solution obtenue est refroidie a 4°C et ajoutee lentement au melange 
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dextrane-isopropanol. L'ensemble est laisse sous agitation pendant I heure. 

Dans un becher de 1 I, on dissout 72,9 g (0,77 mole) d'acide mono- 
chloroacetique dans 450 ml d'isopropanol. 

La solution d'acide monochJoroacetique est ajoutee rapidement dans 
' 5 le reacteur double enveloppe et l'ensemble est porte a 60°C a 1'aide d'un thermostat 
relie au reacteur. L'ensemble est maintenu a cette temperature, sous agitation, pendant 
2 heures. 

La phase aqueuse est ensuite recuperee et purifiee : 

- soit par une double precipitation dans 3 I de methanol ; le precipite 
10 ainsi recupere est lave deux fois au methanol et seche dans une etuve sous vide a 40°C, 

- soit par filtration tangentielle sur une membrane de seuil de coupure 
de 5.000 Daltons ; la solution purifiee est alors concentree et lyophilisee. 

b) Svnthesedu PMCSu 

- mise sous forme de sel de tributylammonium (ou tri-ethyl- 

15 ammonium) 

50 g (0,18 mole) de DMC sont dissous dans 2 1 d'eau bidistiilee. La 
solution obtenue est eluee a travers une colonne de resine echangeuse de cations 
(Amberlite IR120 H+). Le produit ainsi acidifie est neutralise avec de la tributyl- 
ammonium a 10% dans I'ethanol (ou la triethylamine) jusqu'a un pH proche de 7. 
20 La solution neutralist est purifiee par filtration tangentielle sur une 

membrane de seuil de coupure de 5.000 Daltons, concentree et lyophilisee. Environ 
60 g de sel de tributylammonium (ou triethy I- ammonium) sont obtenus. 

- sulfotntion du DMC de tributylammoni um (ou triethvl- 

ammonium) 

25 Les 60 g de sel obtenus sont seches dans une etuve sous vide a 40°C 

pendant 4 heures ainsi que tout le materiel necessaire. Puis on les dissout, dans un 
ballon tricol muni d'un systeme d'agitation et de circulation d'argon, dans 2,7 1 de N,N- 
dimethylformamide (DMJ) prealablement seche sur des tamis moleculaires 4 A. 44,8 g 
(0,28 mole) de complete SCVpyridine ou 55,8 g (0,35 mole) dans le cas du sel de 

30 triethylammonium), sont dissous dans 300 ml de DMP et ajoutes lentement a la solu- 
tion de polymere. L'ensemble est laisse sous agitation pendant 2 heures a temperature 
ambiante et sous argon. 
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La reaction est arretee en ajoutant 3 1 d'eau bidistillee a 4°C au 
melange et le pH du milieu a 7,5-8 est ramene a l'aide d'une solution de NaOH 2 M. La 
solution est ensuite ultrafiltree sur membrane de seuil de coupure 5.000 daltons, 
concentree et lyophilisee. 
5 La composition d'un DMCSu obtenu est la suivante : MC = 1 ±0,1, 

Su = 0,37 ±0,04. 

EXEMPLE 6 : Synthese d'un DBSu. 

a) Svnthese du DB 

Dans un reacteur double enveloppe de 2 I, muni d'un systeme d'agita- 
10 tion, on disperse 50 g (0,31 mole) de dextrane T40 de masse molaire d'environ 40.000, 
dans 400 ml d'isopropanol. 

Dans un becher de 500 ml, on dissout 56,5 g (1,41 mole) de NaOH 
dans 225 ml. La solution obtenue est refroidie a 4°C et ajoutee lentement au melange 
dextrane-isopropanol. L'ensemble est laisse sous agitation pendant I heure. 
15 Dans un becher de I I, on dissout 84,9 g (0,46 mole) de N-methyl 

phenyl 2 chloroacetamide (voir Exemple 5) dans 875 ml d'isopropanol. La solution 
obtenue est ajoutee rapidement dans le reacteur double enveloppe et l'ensemble est 
porte a 60°C, a l'aide d'un thermostat relie au reacteur ; l'ensemble est maintenu a cette 
temperature sous agitation pendant 2 heures. 
20 La phase aqueuse est ensuite recuperee et purifiee : 

- soit par une double precipitation dans 3 i de methanol ; le precipite 
ainsi recupere est lave deux fois au methanol et seche dans une etuve sous vide a 
40°C ; 

- soit par filtration tangentielle sur une membrane de seuil de coupure 
25 de 5.000 Daltons ; la solution purifiee est alors concentree et lyophilisee. 

Environ 60 g de DB sont obtenus. La composition du produit est la 

suivante : 

h> Svnthese du DBSu 

Les 60 g de DB obtenus sont'seches dans une etuve sous vide a 40°C 
30 pendant 4 heures ainsi que tout le materiel necessaire. Puis on disperse le produit, dans 
un ballon tricoi muni d'un systeme d'agitation et de circulation d'argon, dans 2,7 1 de 
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N,N-dimethylformamide (DMF) prealablement seche sur des tamis mo lecul aires 4 A. 
40,7 g (0,26 mole) de complexc S0 3 -pyridine sont dissous dans 300 ml de DMF et 
ajoutes lentement a la solution de polymere. L'ensemble est laisse sous agitation 
pendant 2 heures a la temperature ambiante et sous argon. 
5 La reaction est arretee en ajoutant 3 1 d'eau bidistillee a 4°C au 

melange et le pH du milieu est ramene a 7,5-8 a I'aide d'une solution de NaOH 2 M. La 
solution est ensuite ultrafiltree sur membrane de seuil de coupure de 5.000 Daltons, 
concentree et lyophilisee. 

La composition d'un DBSu obtenu est la suivante : B = 0,3 ± 0,03 et 

10 Su = 0,14 ± 0,02. 

EXEMPLE 7 : Activite anticoagulante et anticomplementaire des produits selon 

r invention. 

a) Mesure de Pactivite anticoaeulante 

Le temps de cephaline activee est un test d'exploration sensible a 
15 tous les facteurs de la voie endogene (thrombine, V, V1IT, IX, XI et XH) du systeme de 
la coagulation a l'exception du facteur III plaquettaire. Le reactif utilise (APTT, 
Organon Teknika) contient des phospholipides de cerveau de lapin (facteur IH plaquet- 
taire) et un activateur paniculaire (siiice micronisee ou acide ellagique). Le protocole 
utilise est le suivant : 
20 100 U.L de plasma humain pauvre en plaquettes (PPP) 

100 u,L de tampon Owren Koller (TOK) 
100 fiLde reactif APTT 
incubation 3 min a 37°C 

100 uL de chlorure de calcium (CaC12) 25 mM 
25 mesure du temps d'apparition du caillot. 

Une droite est tracee en portant le iogarithme du temps de coagula- 
tion en fonction de la concentration du polymere. La pente de la droite permet de 
calculer I'activite anticoagulante specifique du polysaccharide d'apres l'equation : 
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pente de la droite DMCBSu 

a(UI/mg) = x activite anticoaguiante specifique de 

pente de !a droite heparine l' heparine etalon utilisee 

5 b) Mesure de ^inhibition de Pactivation du complement 

L'action de derives de dextrane de compositions chimiques variables 
a ete etudiee dans un dosage hemolytique ou CH50, selon un protocole dans lequel le 
serum humain est incube avec Tun des derives du dextrane de ['invention pendant 30 
minutes a 37°C avant d'etre active par des erythrocytes de mouton sensibilises par des 
10 anticorps de lapin antiglobules rouges de mouton (EA). Par definition, une unite CH50 
correspond a la concentration de proteines du complement (contenue dans un millilitre 

7 

de serum) capable d'induire Phemolyse de 50% de 2 x 10 EA actives dans un milieu 
reactionnei ou sont maintenus constants le volume, la temperature et le temps de reac- 
tion. Le nombre de sites hemolytiques par cellule est calcule. 

15 L'activite inhibitrice de I'activation du complement est exprimee en 

pourcentage d'inhibition de formation de convertase par reference au tube temoin ou le 
nombre de sites hemolytiques est determine en l'absence de derive de dextrane. 

Cette activite. A, est exprimee en poids de produit (a volume 
constant) (|ig), necessaire a 50% d'inhibition de formation de sites hemolytiques. Cette 

20 expression de l'activite anticomplementaire signifie que celle-ci est inversement pro- 
portionnelle au poids de produit. En d'autres termes, l'activite anticomplementaire est 
d'autant plus elevee que le poids de produit est plus faible. 

Cette activite varie en fonction de la composition chimique globale 

du produit. 

25 Les resultats obtenus avec 5 derives selon I'invention sont illustres 

dans le Tableau H ci-apres, qui rappelle leur composition chimique globale et leur 
activite anticoaguiante specifique, a, exprimee en unite internationale par mg de produit 
(par reference a 1'heparine a 173 Ul/mg). 
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TABLEAU II 



Reference de 








Activite anti- 


Activite anti- 


I'echantillon 


Composition chimique 


complementaire 
A 


coagulante 
a 




MC 


B 


Su 


ug 


Ul/mg 


Dextrane 


0 


0 


0 


1250 


0 


: Dextrane MC 


1,0 


0 


0 


570 


0 


|DMCBSu1 


0.75 


0.20 


0.15 


150 


0.02 


DMCBSu2 


0.80 


0.25 


0.15 


150 


0.04 


DMCBSu3 


1.10 


0.40 


0.40 


35 


4.0 


DMCBSU4 


0.70 


0.30 


0.25 


125 


0.08 



10 



15 



25 



30 



35 



1DMCB1 



0.80 0.10 



300 



IHeparine 



2700 



173 



On constate que Pactivite anti-complementaire crott en meme temps 
que ^augmentation du ds en motifs MC et Su. Au dela d'un ds en motifs MC de l'ordre 
de 0,40, I'activite anticoagulante croit en meme temps que Taugmentation du ds en 
motifs Su. 

On observe que les derives de faible ds en motifs Su presentent deja 
20 une activite anticomplementaire importante alors que ieur activite anticoagulante est 
tres faible. On remarque enfin que la seule presence de motifs MC et B induit une 
legere activite anti-complementaire alors qu'elle n'entraine aucun effet anti-coagulant. 

Ces resultats montrent qu'il est possible d'obtenir des produits dotes 
d'une forte activite d'inhibition de I'activation du complement et d'une activite anti- 
coagulante specifique tres faible. 

EXEMPLE 8 : Activite antiproliferative des composes selon rinvention. 

Les composes DMCBSu ont des effets de stimulation ou d'inhibition 
de la croissance cellulaire, selon la nature des cellules. Ainsi, par exemple, dans le 
domaine cardio-vasculaire les produits presentent 1'avantage de stimuler la croissance 
des cellules endotheliaJes et d'inhiber la croissance des cellules musculaires lisses 
(CML). Ces proprietes sont importantes en pharmacologie, leur interet majeur etant la 
prevention de la restenose apres angioplastie ou interventions chirurgicales cardto- 
vasculaires. 

L'activite antiproliferative des DMCBSu a ete etudiee sur les cellules 

musculaires lisses de l'aorte de rat (CML). 

24 heures apres 1'ensemencement des cellules dans un milieu a 10% 
de serum de veau foetal (SVF), les cellules sont mises 3 jours en carence (milieu a 
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0,1% de SVF) (ceia permet aux cellules de se synchroniser en les stoppant au stade 
GO/G1 du cycle cellulaire). Les cellules sont ensuite realimentees par du milieu a 10% 
de SVF contenant egalement des concentrations variables du produit a tester (de 0 a 1 
mg/ml). Un temoin est realise dans les memes conditions mais sans ajout de produit. 
5 Au bout de 5 jours de croissance, les cellules sont comptees (a Paide 

d'un compteur automatique ou par mesure de la radioactivite en coups par minute 
apres incorporation de thymidine tritiee) et Pinhibition est determinee comme suit : 
|%=(1-(nb de cellules en presence de produit)/(nb de cellules sans produit)) X100 

L'activite anticoagulante des differents produits a egalement ete 

10 determinee. 



15 





Le Tableau III ci-dessous resume 


les resultats obtenus pour 


deux 


DMCBSu ainsi que pour le dextrane natif et Pheparine 








TABLEAU III 






Produit 


Composition (ds) Activite anti-coagulante 
MC B Su (Ul/mg) 


I 

(%) 


Dextrane 


0 0 0 


0 


0 


DMCBSu6 


0.60 0,50 0,30 


5.0 


80 


DMCBSuS 


0.80 0,35 0.15 


3,0 


85 


Heparine 




173 


80 



Ces resultats montrent que pour les DMCBSu6 et DMCBSuS, 



Pinhibition de ia croissance cellulaire des cellules musculaires lisses est comparable, 
voire superieure, a celle de Pheparine. Cependant, ces deux produits presentent une 
activite anticoagulante nettement inferieure a celle de Pheparine. 
25 EXEMPLE 9 : Potentialisation de la croissance cellulaire en presence de facteurs 
de croissances Fibroblast Growth Factor (FGF). 

devaluation de l'activite proliferative des DMCBSu a ete realisee sur 

2 lignees cellulaires : 

Les CCL39 : lignee fibroblastique de poumon de hamster chinois. 
30 ..." Les CEVCOH : cellules endothelials de la veine du cordon ombili- 

caie humain. 

Les essais de croissance sont effectues en maintenant les cellules en 
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carence, c'est-a-dire dans un milieu de culture contenant 0% ou 2 % de serum de veau 
foetal, puis en incorporant le produit a etudier a differentes concentrations. 

Les comptages sont effectues a l'aide d'un compteur automatique ou 
par mesure de la radioactivite en coups par minute apres incorporation de thymidine 
tritiee. 

La capacite des produits a potentialiser et a proteger certains facteurs 
de croissance comme les FGF est evaluee selon le protocole suivant. 

L'activite mitogenique des FGF etudies est mesuree par un test 
d'activite biologique (test dose reponse) afin de determiner la DE 50 (quantite de 
facteur de croissance necessaire pour obtenir la moitie de ^incorporation maximale de 
la thymidine tritiee par les cellules). 

Cette DE 50 est de 5 ng/ml pour les CCL39 et de 2 ng/ml pour les 

CEVCOH. 

Ces valeurs de DE 50 sont uttlisees pour la suite des etudes. 

Pour les CEVCOH, ['association FGF (2 ng/ml) avec 400 ug/ml de 
DMCBSu5 a le meme pouvoir mitogenique que le FGF seul a 20 ng/ml. 

Pour les CCL39, en absence de DMCBSu la DE 50 est de 1'ordre de 
5 ng/ml de FGF. En presence de 1000 ug/ml de DMCBSu 1, la DE 50 diminue a 0,8 
ng/ml. 

Ces resultats montrent I'effet de potentialisation des facteurs de crois- 
sance cellulaire considers par les DMCBSu. Cet effet est lie a la composition chimique 
globale des produits. Le Tableau donne, par exemple, la composition chimique giobale 
de DMCBSu paniculierement actifs. 

COMPOSITIONS DES DMCBSu (en ds) 





MC 


B 


Su | 


DMCBSu I 


0,75 


0,20 


0,15 


DMCBSu5 


0,80 


0,35 


0,15 | 


DMCBSu3 


- 1,10 


0,40 


0,40 i 



Ainsi que cela ressort de ce qui precede, Tinvention ne se limite 
nullement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et duplication qui 
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viennent d'etre decrits de facon plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes Ies 
variantes qui peuvent venir a P esprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la portee, de la presente invention. 
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REVENDICATlOiNS 

1°) Derives de dextrane de formule generale DMCJBbSiicSd, dans 

laquelle : 

D represente une chaine polysaccharidique, de preference constitute 
par des enchamements d'unites glucosidiques, 

MC represente des groupes methylcarboxylates, 
B represente des groupes carboxymethylbenzylamides, 
Su represente des groupes sulfates, 
S represente des groupes sulfonates, 

a, b, c et d_representent le degre de substitution (ds), respectivement 
en groupements MC, B, Su et S ; a etant egal a 0 ou > a 0,3, b etant egal a 0 ou > a 
0, 1 , c etant > a 0, 1 et d etant egal a 0 ou < a 0, 1 5 , a condition que lorsque d=0, a et/ou 
b sont * 0, lesquels produits presentent une homogeneite de la distribution des tallies 
de chaines, illustree par un profil d'elution de type gaussien symetrique en chromato- 
graphie d'exclusion sterique haute performance et une homogeneite de la distribution 
des groupements chimiques charges, illustree par un profil d'elution a un seul pic syme- 
trique en chromatographic d'echange d'ions basse pression. 

2°) Derives de dextrane, de formule generale DMC a BbSucSd, selon la 
revendication 1, caracterise en ce que a > 0,6, b * 0, c < 0,5 et d < 0,15 ou egal a 0 et 
en ce que leur masse molaire est comprise entre 3.000 et 500.000 g/mole, pour une 
utilisation essentiellement comme agent cicatrisant. 

3°) Derives de dextrane, de formule generale DMCaB b SucS d , selon la 
revendication 1 , caracterises en ce que a > 0,3, c < 0,4 et d < 0, 1 5 ou egal a 0 et en ce 
que leur masse molaire est comprise entre 10.000 et 60.000 g/mole, pour une utilisa- 
tion essentiellement comme agent a activite anti-complementaire et substitut du plasma. 

4°) Derives de dextrane, de formule generale DMCaBbSucSd, selon la 
revendication 1 , caracterises en ce que a > 0,5, b * 0, c < 0,4 et d < 0,15 ou egaJ a 0 et 
en ce que leur masse molaire est comprise entre 3.000 et 100.000 g/mole, pour une 
utilisation essentiellement comme agent modulateur de la proliferation cellulaire. 

5°) Derives de dextrane, de formule generale DMC 4 BbSu c Sd, selon la 
revendication 1 , caracterises en ce que a > 0,4, b * 0, c > 0,3 et d < 0, 1 5 ou egal a 0 et 
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en ce que leur masse molaire est comprise entre 3.000 et 20.000 g/mole, pour une utili- 
sation essentiellement comme agent anticoagulant. 

6°) Medicaments, caracterises en ce qu'ils comprennent comme 
principe actif au moins un derive de dextrane selon Tune quelconque des revendica- 
5 tions 1 a 5, eventuellement associe a un autre principe actif et/ou a au moins un vehi- 
cule pharmaceutiquement acceptable et/ou un support physioiogiquement acceptable 
(liposome). 

7°) Procede de preparation de derives du dextrane de formule gene- 
rale DMCaBbSuoSd selon Tune quelconque des revendication 1 a 5, caracterise en ce 
10 qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) carboxymethylation comprenant (i) l'activation d'un dextrane 
non substitue, par mise en contact dudit dextrane avec un milieu hydro-alcoolique 
liquide biphasique basique pendant au moins 1 h sous agitation, (ii) addition de Tacide 
monochloroacetique au produit active obtenu, a une temperature comprise entre 40 et 

15 90°C, de preference a 60°C, Ie rapport Rmc egal au nombre de moles d'acide mono- 
chloracetique/nombre de moles d'OH etant compris entre 0,3 et 2 t (iii) isolement et 
eventuellement purification du dextrane methylcarboxylate (DMC) obtenu. 

b) couplage de la benzylamine sur les groupes methylcarboxy- 
lates comprenant (i) la mise en contact, pendant au moins 2 h et en milieu aqueux 

20 acide, du DMC obtenu en a) avec de la benzylamine, en presence d'une carbodiimide 
hydrosoluble comme agent de couplage, a une temperature comprise entre 0°C et 
30°C, le rapport molaire CMC/MC etant compris entre 0,25 et 2 et le rapport molaire 
benzylamine/MC etant compris entre 0,25 et 2, (ii) l'isolement du dextrane methyl- 
carboxyle benzylamide (DMCB) obtenu et eventuellement sa purification. 

25 c) sulfatation comprenant (i) la formation d'un sel de trialkylammo- 

nium du DMCB obtenu en b), (ii) la solubilisation du sel obtenu dans un solvant polaire 
anhydre, generalement une base de Lewis, telle que le dimethylsulfoxyde (DMSO) ou 
la dimethylformamide (DMF) et (iii) Tajout audit sel en solution, d'un complexe a base 
de trioxyde de soufre tel que S0 3 -pyridine, S03-triethylamine ou SCh-DMF en solution 

30 dans le meme solvant, a temperature inferieure a 70°C, le rapport molaire complexe a 
base de trioxyde de soufre/OH libres etant compris entre 0,25 et 12, et eventuellement 
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d) une etape de sultbnatation des groupes B par melange sous agita- 
tion d'un derive DMCBSu en suspension dans un solvant anhydre avec de Tacide 
chlorosulfonique en solution dans le meme solvant, a temperature comprise entre la 
temperature ambiante et la temperature d'ebullition du solvant utilise. 
5 8°) Procede selon la revendication 7, caracterise en ce qu'a P etape 

a), le rapport eau:a!cool dudit milieu hydro-alcoolique liquide biphasique est compris 
entre 10:90 (v/v) et 25:75 (v/v), et est de preference de 15:85 (v/v). 

9°) Procede selon la revendication 7 ou la revendication 8, caracte- 
rise en ce que la carbodiimide hydrosoluble de I'etape b) est selectionnee dans le 
10 groupe constitue par le l-cyclohexyl-3-(2-morpholinoethyl)-carbodiimide meta-/?- 
toluene sulfonate (CMC) et le chlorhydrate de l-ethyU3-(3-dimethylamino-propyl)- 
carbodiimide (EDC). 

10°) Procede de preparation des derives de dextrane selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 5, de formule generale DMC a BbSucS d , dans laquelle 
15 a - 0 ou a * 0, b est different de 0 et d_= 0, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

a) preparation de N-methyl phenyl 2-chloroacetamide par mise en 
contact de benzylamine avec du chlorure de chloroacetyle, puis isolement et purifica- 
tion du produit, 

20 b) mise en contact de dextrane en solution hydro-alcoolique basique 

avec successivement le N-methyl phenyl 2-chloroacetamide en solution alcoolique 
obtenu en a) en presence ou non d'acide monochloroacetique en solution alcoolique, 
maintien du melange obtenu a une temperature superieure a 40°C, de preference a 
60°C, puis isolement et eventueliement purification du DB ou du DMCB obtenu, et 

25 c) sulfatation du produit obtenu en b) comprenant (i) la formation 

d'un sel de triallcylammonium, (ii) la solubilisation du sel obtenu dans un solvant 
polaire anhydre, generalement une base de LEWIS, telle que le dimethylsulfoxyde 
PMSO) ou la dimethylformamide (DMF), (tii) 1'ajout audit sel en solution, d'un 
complexe a base de trioxyde de soufre tel que SOs-pyridine, S03-triethylamine ou SO3- 

30 DMF en solution dans le meme solvant, a temperature inferieure a 70°C, le rapport 
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molaire complexe a base de trioxyde de soufre/OH libres etant compris entre 0,25 et 12 
et (iv) I'isolement et eventuellement la purification du DBSu ou du DMCBSu obtenu. 

11°) Precede de preparation des derives de dextrane de formule 
generale DMCJB b SucS d , selon la revendication 1, dans laquelle a est different de 0, b = 
5 0 et d_= 0, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) carboxymethylation d'un dextrane non substitue, dans les condi- 
tions exposees a la revendication 7 et 

b) sulfatation du DMC obtenu en a) dans les conditions exposees a 

la revendication 7. 

L0 12°) Dextrane carbox>Tnethyl benzylamide de formule DMCaBb dans 

le cas ou a # 0 et b * 0, en tant que produit intermediaire pour la preparation d'un 
derive de dextrane de formule generale DMCJB b SucSd selon la revendication 1 . 

13°) Dextrane benzylamide (DB) en tant que produit intermediaire 
pour la preparation d'un derive de dextrane de formule generale DMC3bSu c S d selon 

15 les revendications 1 et 10. 

14°) Derive du dextrane selon la revendication 12, pour une utilisa- 
tion comme agent a acttvite anti-complementaire. 
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